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Αβστραχτ 
Χψτοχηροmε Π450 4Α1 (ΧΨΠ4Α1) ισ ινϖολϖεδ ιν ω−ηψδροξψλατιον οφ φαττψ αχιδσ ανδ 
ειχοσανοιδσ. Τηε ρεσυλτινγ mεταβολιτεσ mαψ ηαϖε πηψσιολογιχαλ αχτιϖιτιεσ συχη ασ 
ρεγυλατιον οφ βλοοδ πρεσσυρε.  
Ιν ορδερ το ιδεντιφψ στρυχτυραλ δετερmιναντσ οφ συβστρατε βινδινγ, σιτε−διρεχτεδ 
mυταγενεσισ ωασ υσεδ. Αχχορδινγ το α mοδελ οφ ΧΨΠ4Α1, τηε ρεσιδυεσ Κ93, Ρ87 ανδ 
Ν116 ωερε πρεδιχτεδ το ρεσπονδ το συβστρατε βινδινγ. Το τεστ τηε ηψποτηεσισ, ωε 
δεσιγνεδ α σεριεσ οφ mυταντσ, Κ93Ε, Ρ87Ε, Ρ87Ε/Κ93Ε, Ρ87W/Κ93Ε, Ν116Ε ανδ 
Ν116Ε/Κ93Ε, ωηιχη ωουλδ χηανγε τηε συβστρατε σπεχιφιχιτψ οφ ΧΨΠ4Α1 φροm α φαττψ 
αχιδ το α φαττψ αmινε ω−ηψδροξψλασε.  
Το ρεχονστιτυτε ΧΨΠ4Α1 αχτιϖιτψ in vitro, χψτοχηροmε β5 ανδ χψτοχηροmε Π450 
ρεδυχτασε ωερε εξπρεσσεδ ιν E.coli ανδ πυριφιεδ. Ρεχοmβιναντ ΧΨΠ4Α1 ανδ mυταντσ 
ωερε εξπρεσσεδ ιν E.coli ωιτη αν ΟmπΑ σιγναλ πεπτιδε. Τηε χονδιτιονσ οφ εξπρεσσιον 
ωερε οπτιmισεδ; τηε ενζψmε ωασ πυριφιεδ βψ Νι2+−χηελατε αφφινιτψ χηροmατογραπηψ. 
Υνδερ οπτιmαλ χονδιτιονσ, τηε εξπρεσσιον λεϖελ οφ ΧΨΠ4Α1 ωασ αππροξιmατελψ 60−
100νmολ/λ; mυταντσ ωερε εξπρεσσεδ ατ ϖαριουσ λεϖελσ. Τηε πυριφιεδ ενζψmεσ ωερε 
υσεδ ιν α σπεχτραλ συβστρατε−βινδινγ ασσαψ. Τηε Κ93Ε mυτατιον διδ νοτ ινδυχε α mαϕορ 
χηανγε ιν τηε συβστρατε σπεχιφιχιτψ φροm φαττψ αχιδ το αmινε; ηοωεϖερ, Κ93Ε σηοωεδ 
ωεακ βινδινγ το δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε ανδ τηε Κσ (Σπεχτραλ 
δισσοχιατιον χονσταντ) ϖαλυε φορ βινδινγ λαυριχ αχιδ ινχρεασεδ αβουτ τηρεε τιmεσ. Ρ87Ε 
mυταντσ ηαδ λοω αφφινιτψ φορ λαυριχ αχιδ, βυτ διδ νοτ σηοω ινχρεασεδ αφφινιτψ φορ 
δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε. Ν116Ε ισ σιmιλαρ το ωιλδ τψπε ΧΨΠ4Α1 ιν 
συβστρατε αφφινιτψ ανδ σπεχιφιχιτψ. Ν116/Κ93Ε χουλδ νοτ βε εξαmινεδ οωινγ το τηε 
λοω εξπρεσσιον λεϖελ. Τηεσε ρεσυλτσ συγγεστ τηατ Κ93 ισ νοτ τηε πρινχιπλε ρεσιδυε φορ 
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συβστρατε βινδινγ βυτ χουλδ βε ινϖολϖεδ ιν τρανσιεντ χονταχτ ωιτη συβστρατε; τηατ Ρ87 
ισ χρυχιαλ φορ κεεπινγ τηε συβστρατε βινδινγ βυτ mιγητ νοτ διρεχτλψ χοντριβυτε το 
βινδινγ οφ συβστρατε ανδ τηατ Ν116 δοεσ νοτ χοντριβυτε διρεχτλψ το συβστρατε χονταχτ. 
Τηε ρεσιδυεσ, Η141, Ρ142, Ρ143 ανδ Φ149, ωηιχη αρε λοχατεδ ιν τηε χονσερϖεδ Χ−
ηελιξ ιν ΧΨΠ4Α1, ωερε αλσο ινϖεστιγατεδ. Wε ηψποτηεσισεδ τηατ Η141 ανδ Φ149 βινδ 
το χονσερϖεδ ρεσιδυεσ ιν τηε Ι−ηελιξ. Ρ142 ανδ Ρ143 mαψ βε ινϖολϖεδ ιν χονταχτσ 
ωιτη ελεχτρον δονορσ οφ ΧΨΠ. Σεϖεν mυταντσ ινχλυδινγ Η141Ρ, Η141Φ, Η141Λ, 
Ρ142Α, Ρ143Α, Φ149Ι ανδ Φ149Ψ ωερε χονστρυχτεδ. Αλλ mυταντσ ωερε εξπρεσσεδ ανδ 
πυριφιεδ ασ φορ ΧΨΠ4Α1. Ρ142Α ωασ εξπρεσσεδ ιν λοω λεϖελ ανδ νοτ φυρτηερ πυριφιεδ. 
Φ149Ι ψιελδεδ προτεινσ οφ τηε εξπεχτεδ σιζε, βυτ τηεσε προτεινσ διδ νοτ συππορτ α 
450νm πεακ ιν α ρεδυχεδ ΧΟ−διφφερενχε σπεχτρυm, δεmονστρατινγ αν ιmπροπερλψ 
φολδεδ ενζψmε. Τηε ενζψmε αχτιϖιτψ οφ οτηερ mυταντσ φορ λαυριχ αχιδ mεταβολισm ισ 
ϖαριαβλε; πρελιmιναρψ δατα σηοωεδ τηατ τηε Η141Λ, Η141Φ, Ρ143Α ανδ Φ149Ψ ηαδ 
ϖερψ ποορ ενζψmε αχτιϖιτψ, ωηερεασ τηε Η141Ρ ρεταινεδ ενζψmε αχτιϖιτψ. Τηε ρεσυλτσ 
συγγεστ τηατ χερταιν Χ−ηελιξ: Ι−ηελιξ χονταχτσ αρε νοτ ρεθυιρεδ φορ χορρεχτ φολδινγ οφ 
τηε ηαεm−ενϖιρονmεντ, βυτ αρε ρεθυιρεδ φορ φυνχτιον οφ τηε Π450 ενζψmε. 
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Αχκνοωλεδγεmεντσ 
Ι ωουλδ λικε το αχκνοωλεδγε mψ συπερϖισορ Dρ. Dαϖιδ Ρ. Βελλ φορ ηισ σχιεντιφιχ 
γυιδανχε, γρεατ εντηυσιασm, πατιενχε ανδ ενχουραγεmεντ τηρουγηουτ mψ ΠηD στυδιεσ. 
Ι εσπεχιαλλψ αππρεχιατε τηατ ηε ηασ σηοων mε τηε ιmπορτανχε οφ ηαϖινγ χριτιχαλ ϖιεωσ 
ιν σχιενχε ιν mανψ ωαψσ. Τηισ ηασ βεεν ανδ ωιλλ βε εξτρεmελψ ινφλυεντιαλ ιν αλλ mψ 
σχιεντιφιχ ωορκ. 
Μψ σπεχιαλ τηανκσ γο το Dρ. Νειλλ ϑ. Ηορλεψ, ωηο ηασ αλωαψσ βεεν κινδ, γενερουσ ανδ 
mαδε λαβ ωορκσ mορε ενϕοψαβλε ωιτη ηισ γρεατ σενσε οφ ηυmουρ. Ι σινχερελψ 
αππρεχιατε ηισ γρεατ δεαλ οφ ηελπ δυρινγ mψ φιρστ ψεαρ στυδψ, ωηιχη ωασ τηε ηαρδεστ 
τιmε ιν mψ τηρεε ψεαρσ. Φορ ιmπροϖινγ τηε λεϖελ οφ mψ ωριτινγ ανδ αλλ DΝΑ 
σεθυενχινγ ωορκσ, Ι ωουλδ λικε το εξπρεσσ mψ σινχερε τηανκσ το Μρσ Ινγριδ Dαϖιεσ 
Γιββσ, ωηο αλσο κινδλψ αγρεεδ το βε ονε οφ ωιτνεσσεσ ατ ουρ ωεδδινγ.  
Ι αλσο ωιση το τηανκ αλλ παστ ανδ πρεσεντ mεmβερσ ιν Dαϖιδσ γρουπ, ινχλυδινγ Dρ. 
Σιmον Τοmλισον, Dρ. Μυνιυm Χηουδηυρψ ωηο κινδλψ ηελπεδ mε το φινδ αν 
αχχοmmοδατιον, Dρ. Βρεττ ϑεφφεριεσ, Συννψ (Ι ρεαλισε ηοω θυιετ ουρ λαβσ βεχοmε αφτερ 
ηε λεφτ), Dρ. Χηρισ Μεε, Παυλ Χλαρκε, Dρ. Ηελεν Σιmσ, Ταο ϑιανγ ανδ ουρ τεχηνιχιαν 
Dεχλαν ωηο ηελπεδ mε το ορδερ αλλ ωειρδ στυφφσ. Τηε Βριτιση δρινκινγ χυστοmσ τηατ 
τηεψ σηοωεδ mε ισ αλσο ϖερψ αππρεχιατεδ. 
Ι αm αλσο ϖερψ γρατεφυλ το mψ παρεντσ ωηο ηαϖε γιϖεν mε τηε οππορτυνιτψ το στυδψ φορ 
mψ Πη.D ιν τηε Υ.Κ. Φιναλλψ, mψ τηανκσ γο το mψ ωιφε Wακανα, ωηο ηασ λιγητενεδ 
τηε ροαδ ανδ αλωαψσ βεεν τηερε φορ mε ωηεν Ι φελτ δεπρεσσεδ, λονελψ ανδ φρυστρατεδ 
δυρινγ mψ στυδιεσ. Τηισ τηεσισ ισ δεδιχατεδ το mψ παρεντσ ανδ mψ ωιφε. 
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Αββρεϖιατιονσ 
 
4Α1 Χψτοχηροmε Π450 4Α1 
Α  Αδενινε 
ΑΑ  Αραχηιδονιχ Αχιδ 
ΑηΡ  Αρψληψδροχαρβον ρεχεπτορ 
ΑΛΑ δ−Αmινο Λεϖυλινιχ Αχιδ 
ΑΜΠ Αδενοσινε mονοπηοσπηατε 
Αmπ  Αmπιχιλλιν   
ΑΠΣ  Αmmονιυm Περσυλπηατε 
ΑΤΠ  Αδενοσινε τριπηοσπηατε 
β5 Χψτοχηροmε β5 
ΒΣΑ  Βοϖινε Σερυm Αλβυmιν 
βπ  βασε παιρ 
Χ  Χψτοσινε 
Χηλ  Χηλοραmπηενιχολ  
ΧΠΡ Χψτοχηροmε Π450 Ρεδυχτασε 
ΧΨΠ   Χψτοχηροmε Π450   
DΝΑ  Dεοξψριβονυχλειχ αχιδ 
χDΝΑ  Χοmπλεmενταρψ DΝΑ 
DΜΣΟ  Dιmετηψλ συλπηοξιδε 
DΤΤ Dιτηιοτηρειτολ 
ΕDΤΑ  Ετηψλενε διαmινε τετρα αχετιχ αχιδ (δισοδιυm σαλτ) 
ΕΕΤ  Εποξψειχοσατετραενοιχ αχιδ 
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ΕΡ Ενδοπλασmιχ Ρετιχυλυm  
ΦΑD Φλαϖιν Αδενινε Dινυχλεοτιδε 
ΦΜΝ Φλαϖιν Μονονυχλεοτιδε 
Γ  Γυανινε 
ΗΕΤΕ  Ηψδροξψειχοσατετραενοιχ αχιδ 
ΗΤ Ηιστιδινε Ταγ 
ΙΠΤΓ  Ισοπροπψλ−β−D−τηιογαλαχτοπψρανοσιδε 
κβ  κιλοβασε 
κDα  κιλοDαλτον 
Κσ Σπεχτραλ δισσοχιατιον χονσταντ 
ΛΒ  Λυρια−Βερτανι βροτη 
ΛΠΗ Λατροπηιλιν 
ΛΤΒ  Λευκοτριενε 
Νι2+−ΝΤΑ Νιχκελ−νιτριλοαχετιχ αχιδ 
ΟmπΑ ΟmπΑ λεαδερ πεπτιδε 
ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ ΧΨΠ4Α1 ωιτη ΟmπΑ λεαδερ πεπτιδε ατ Ν−τερmινυσ ανδ Ηιστιδινε 
Ταγ ατ Χ−τερmινυσ 
Π450 Χψτοχηροmε Π450 
ΠΑ Παλmιτολειχ Αχιδ 
ΠΑΗ  Πολψχψχλιχ αροmατιχ ηψδροχαρβον 
ΠΑΓΕ  Πολψαχρψλαmιδε Γελ Ελεχτροπηορεσισ 
ΠΒ  Πηενοβαρβιταλ 
ΠΒΣ  Πηοσπηατε βυφφερεδ σαλινε 
ΠΧΡ  Πολψmερασε Χηαιν Ρεαχτιον 
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ΠΓ  Προσταγλανδινγ 
ΠΜΣΦ Πηενψλmετηψλσυλφονψλφλυοριδε 
ΡΝΑ  Ριβονυχλειχ αχιδ 
mΡΝΑ  Μεσσενγερ ΡΝΑ 
ΣDΣ  Σοδιυm Dοδεχψλ Συλπηατε 
ΣΡΣ  Συβστρατε Ρεχογνιτιον Σιτεσ 
Τ  Τηψmινε 
ΤΑΕ  Τρισ−Γλαχιαλ αχετιχ αχιδ−ΕDΤΑ βυφφερ 
ΤΒ  Τερριφιχ Βροτη 
ΤΒΕ  Τρισ−Βοριχ αχιδ−ΕDΤΑ βυφφερ 
ΤΒΣ  Τρισ−βυφφερεδ σλαινε 
ΤΤΒΣ  Τωεεν−ΤΒΣ 
ΤΕΜΕD  Ν, Ν, Ν, Ν, −τετραmετηψλετηψλενεδιαmινε 
Τετ  Τετραχψχλιν   
ΤΤΠ  Τηψmιδινε τριπηοσπηατε 
ΥΗΠ  Υλτρα Ηιγη Πυριτψ 
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1 Ιντροδυχτιον 
1.1 Γενεραλ βαχκγρουνδ οφ Χψτοχηροmε Π450 
Τηε χψτοχηροmεσ Π450 (ΧΨΠσ, Π450σ) αρε α συπερφαmιλψ οφ ηεmε−χονταινινγ προτεινσ, 
ωηιχη προδυχε α υνιθυε σπεχτραλ αβσορπτιον πεακ ατ αππροξιmατελψ 450νm αφτερ τηε 
προτειν ισ ρεδυχεδ ανδ ρεαχτεδ ωιτη χαρβον mονοξιδε. Τηισ οπτιχαλ χηαραχτεριστιχ ισ 
υνυσυαλ βεχαυσε mοστ οτηερ ηεmοπροτεινσ δο νοτ σηοω α σιmιλαρ σπεχτραλ βανδ. Φορ 
εξαmπλε, τηε φερρουσ−ΧΟ χοmπλεξ οφ mψογλοβιν ηασ α mαξιmυm αβσορπτιον ατ 
423νm (Ορτιζ δε Μοντελλανο 1997). Οωινγ το τηισ σπεχτραλ προπερτψ, τηισ φαmιλψ οφ 
προτεινσ ισ χαλλεδ χψτοχηροmε Π−450 (Ρ.Λεmβεργ 1973). 
Χψτοχηροmε Π450 προτεινσ υσυαλλψ χονταιν αππροξιmατε φιϖε ηυνδρεδ αmινο αχιδσ 
ωιτη ηεmε ασ τηε προστηετιχ γρουπ (Εσταβροοκ 1999). Τηε ιρον ιν τηε ηεmε υσεσ α 
τηιολ−γρουπ φροm τηε χψστεινε οφ τηε προτειν ασ τηε φιφτη λιγανδ; τηε οτηερ φουρ λιγανδσ 
αρε φροm τηε πορπηψριν γρουπ οφ ηεmε (Γυενγεριχη 1991; Εσταβροοκ 1999). Μοστ 
οτηερ ηεmοπροτεινσ ηαϖε νιτρογεν φροm ηιστιδινε ασ τηε λιγανδ (Ορτιζ δε Μοντελλανο 
1997; Εσταβροοκ 1999). Ηενχε, ωηεν χαρβον mονοξιδε βινδσ το τηε οπποσιτε σιδε οφ 
τηιολατε λιγανδ χοορδινατεδ ηεmε−ιρον, τηισ Φε2+−ΧΟ χοmπλεξ οφ χψτοχηροmε Π450 
σηοωσ α διστινχτιϖε αβσορβανχε βανδ ατ νεαρ 450νm (Ορτιζ δε Μοντελλανο 1997). Τηισ 
υνιθυε σπεχτρυm ωασ αλσο υσεδ φορ mεασυρεmεντ οφ Π450 χοντεντ (Οmυρα ανδ Σατο 
1964β; Ορτιζ δε Μοντελλανο 1997). Ηοωεϖερ, τηισ τηιολ−λιγανδ ισ εασιλψ δεστροψεδ σο 
τηατ τηε νον−φυνχτιοναλ φορm (Π420) (Οmυρα ανδ Σατο 1964α; Οmυρα 1999), ωηοσε 
χαρβον mονοξιδε−βινδινγ χοmπουνδ ηασ αν οπτιχαλ αβσορπτιον πεακ ατ 420νm, χαν 
βε δετεχτεδ. Τηερεφορε, τηε σπεχτραλ χηαραχτερ οφ mαξιmαλ αβσορπτιον ατ 450νm ισ 
νεχεσσαρψ φορ χψτοχηροmε Π450 αχτιϖιτψ (Ορτιζ δε Μοντελλανο 1997). 
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Χψτοχηροmε Π450 ωασ φιρστ φουνδ ασ α νεω κινδ οφ πιγmεντ ιν ρατ λιϖερ mιχροσοmε ιν 
1958 (Ρ.Λεmβεργ 1973; Εσταβροοκ 1999). Χυρρεντλψ, αρουνδ 1,000 CYP γενεσ ηαϖε 
βεεν ιδεντιφιεδ (Εσταβροοκ 1999), ωηιχη αρε ωιδελψ πρεσεντ ιν προκαρψοτεσ ανδ 
ευκαρψοτεσ. Α γρεατ ϖαριετψ οφ χψτοχηροmεσ Π450 φροm βαχτερια, φυνγι, πλαντσ, ινσεχτσ 
ανδ ανιmαλσ ηαϖε βεεν ρεπορτεδ (Νελσον 1999). Χψτοχηροmε Π450 ισ νορmαλλψ βουνδ 
το α mεmβρανε εξχεπτ φορ σοmε σολυβλε βαχτεριαλ Π450σ. Μοστ ευκαρψοτιχ χψτοχηροmε 
Π450σ αρε ασσοχιατεδ ωιτη τηε ενδοπλασmιχ ρετιχυλυm (ΕΡ) ανδ αρε κνοων ασ 
mιχροσοmαλ Π450; βυτ σοmε Π450σ αρε λοχατεδ ιν mιτοχηονδρια ορ mιτοχηονδριαλ 
Π450. Χψτοχηροmε Π450 χαν βε χλασσιφιεδ ιντο τωο τψπεσ ον τηε βασισ οφ τηε ρεδοξ 
παρτνερ: Χλασσ Ι, ινχλυδινγ mιτοχηονδριαλ Π450σ ανδ σοmε βαχτεριαλ Π450σ, υσε 
φλαϖοπροτειν τηατ χονταινσ ΦΑD ανδ αν ιρον−συλφυρ προτειν ασ ελεχτρον τρανσπορτερσ. 
Χλασσ ΙΙ, ινχλυδινγ mιχροσοmαλ Π450σ, ρεθυιρε τηε φλαϖοπροτειν τηατ χονταινσ βοτη 
ΦΑD ανδ ΦΜΝ φορ τηειρ φυνχτιον (Εσταβροοκ 1999).  
Α νοmενχλατυρε οφ χψτοχηροmε Π450 βασεδ ον εϖολυτιον ηασ βεεν ωιδελψ αδοπτεδ 
(Νεβερτ ανδ Νελσον 1991). Τηοσε Π450 προτεινσ τηατ σηαρε ατ λεαστ 40% ιδεντιτψ 
βελονγ το τηε σαmε φαmιλψ, δεσιγνατεδ βψ αν Αραβιχ νυmβερ; α λεττερ ρεπρεσεντσ τηε 
συβφαmιλψ, ωηιχη σηαρεσ mορε τηαν 55% ιδεντιτψ; ανδ τηε ινδιϖιδυαλ γενε ισ ινδιχατεδ 
βψ νυmβερσ (Νεβερτ ανδ Νελσον 1991; Χοον et al. 1992). 265 φαmιλιεσ ηαϖε νοω 
βεεν ιδεντιφιεδ, οφ ωηιχη 18 φαmιλιεσ ανδ 43 συβφαmιλιεσ αρε φροm mαmmαλσ 
(ηττπ://δρνελσον.υτmεm.εδυ/φαmχουντ.ητmλ). 
1.1.1 Φυνχτιον οφ χψτοχηροmε Π450  
Τηε φυνχτιον οφ Π450 ηασ βεεν ιντενσελψ στυδιεδ. Τηε τψπιχαλ φυνχτιον οφ Π450 ισ 
mονοοξψγενατιον αχτιϖιτψ βυτ οτηερ ατψπιχαλ φυνχτιονσ συχη ασ δεηψδρατιον, 
ισοmεριζατιον ανδ δεηψδρογενατιον ηαϖε βεεν φουνδ (Μανσυψ 1998).   
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Ασ α mονοοξψγενασε, Π450σ ηαϖε τωο mαιν φυνχτιονσ: 
1) Μεταβολισm οφ εξογενουσ χοmπουνδσ 
Χψτοχηροmεσ Π450 χαν ιντροδυχε α πολαρ γρουπ, συχη ασ ηψδροξψλ, ιντο ηψδροπηοβιχ 
χηεmιχαλσ, ωηιχη mακεσ τηεσε χηεmιχαλσ mορε ηψδροπηιλιχ ανδ εασιερ το βε εξχρετεδ 
ορ mεταβολισεδ βψ οτηερ ενζψmεσ (Σmιτη et al. 1998). Ιν ηυmαν βεινγσ, τηρεε ΧΨΠ 
φαmιλιεσ ινχλυδινγ ΧΨΠ1, ΧΨΠ2 ανδ ΧΨΠ3 αρε πρινχιπαλλψ ινϖολϖεδ ιν τηε 
mεταβολισm οφ φορειγν χηεmιχαλσ (Σmιτη et al. 1998). Τηεσε ΧΨΠσ πλαψ αν 
ιmπορταντ ρολε ιν τηε mεταβολισm οφ δρυγσ (Παρικη et al. 1997; Σmιτη et al. 1998; 
Μυρραψ 1999). Φορ εξαmπλε, ΧΨΠ2D6, 2Χ19 ανδ 3Α4, χαν mεταβολισε α ωιδε ρανγε 
οφ χλινιχαλ δρυγσ (Ηασλερ 1999; ϖαν δερ Wειδε ανδ Στειϕνσ 1999). Τηερεφορε, τηε 
αχτιϖιτψ, ινδυχτιον ανδ ινηιβιτιον οφ τηεσε ΧΨΠσ χοντρολσ τηε ελιmινατιον ρατε οφ δρυγσ 
ανδ ασ α ρεσυλτ, τηε τηεραπευτιχ ρεσπονσε, σιδε εφφεχτσ ανδ δρυγ−δρυγ ιντεραχτιον αρε 
οφτεν ρελατεδ το τηεσε ΧΨΠσ (Φαρρελλ 1999; ϖαν δερ Wειδε ανδ Στειϕνσ 1999). 
Φυρτηερmορε, ιτ ωασ φουνδ τηατ αν ινδιϖιδυαλσ ρεσπονσε το σπεχιφιχ mεδιχινεσ ισ δυε 
το τηε πολψmορπηισm οφ σεϖεραλ CYP γενεσ (Ηασλερ 1999; ϖαν δερ Wειδε ανδ Στειϕνσ 
1999). CYP1A1, 1A2, 2A6, 2C9, 2C19, 2D6 and 2E1 ηαϖε αλρεαδψ βεεν ιδεντιφιεδ το 
βε πολψmορπηιχ (Ηασλερ 1999; ϖαν δερ Wειδε ανδ Στειϕνσ 1999). Τηε διφφερεντ αλλελεσ 
οφ τηεσε γενεσ ρεσυλτ ιν ηιγηερ, λοωερ ορ εϖεν νον−φυνχτιοναλ ενζψmε αχτιϖιτψ (ϖαν 
δερ Wειδε ανδ Στειϕνσ 1999). Τηυσ, ποορ mεταβολισερσ, ωηο προδυχε τηε λοωερ 
αχτιϖιτψ δρυγ−mεταβολισινγ Π450 συχη ασ ΧΨΠ2D6, ποσσιβλψ ηαϖε mορε ρισκ οφ τηε 
σιδε εφφεχτ χαυσεδ βψ τηε ηιγη χονχεντρατιον οφ δρυγ (ϖαν δερ Wειδε ανδ Στειϕνσ 
1999). Βψ χοντραστ, εξτενσιϖε mεταβολισερσ, ωηο ηαϖε ηιγη αχτιϖιτψ δρυγ−
mεταβολισινγ Π450, mαψ φαιλ το βε τρεατεδ βψ τηε mεδιχινε (ϖαν δερ Wειδε ανδ Στειϕνσ 
1999). Τηερεφορε, στυδψινγ τηεσε ΧΨΠσ mαψ χηανγε ουρ διαγνοσισ mετηοδσ ανδ λεαδ 
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υσ το φινδ νεω mεδιχινε (Βοιτιερ ανδ Βεαυνε 1999; Γελβοιν et al. 1999; ϖαν δερ 
Wειδε ανδ Στειϕνσ 1999). 
Ηυmαν ΧΨΠσ αρε αλσο ασσοχιατεδ ωιτη προδυχινγ χαρχινογενσ. Τηε πολψχψλιχ 
αροmατιχ ηψδροχαρβονσ (ΠΑΗσ), ωηιχη αρε στρονγ χαρχινογενσ, χαν βε βιοαχτιϖατεδ βψ 
σοmε mεmβερσ ιν τηε ΧΨΠ1 φαmιλψ συχη ασ ΧΨΠ1Α1, 1Α2 ανδ 1Β1 (Γυενγεριχη 
1991; Καmινσκψ ανδ Σπιϖαχκ 1999; Οmυρα 1999). Τηερεφορε, τηεσε ΧΨΠσ mαψ 
προϖιδε α νοϖελ ταργετ ενζψmε αγαινστ χανχερ. 
Σοmε ινσεχτσ υσε ΧΨΠσ το ρεσιστ ξενοβιοτιχσ. Τηε ρελατιονσηιπ βετωεεν ινσεχτιχιδε 
ρεσιστανχε ανδ Π450σ ηασ βεεν εξαmινεδ (Σχοττ 1999).   
2) Βιοσψντηεσισ ανδ βιοτρανσφορmατιον οφ ενδογενουσ χηεmιχαλσ 
Τηε ρολε οφ ΧΨΠσ ιν τηε στεροιδ ηορmονε βιοσψντηεσισ ηασ βεεν ελυχιδατεδ (Οmυρα 
1999; Πικυλεϖα ανδ Wατερmαν 1999). Ιν τηε σψντηεσισ πατη οφ χηολεστερολ, ονε κεψ 
στεπ ισ χαταλψσεδ βψ τηε ΧΨΠ βελονγινγ το ΧΨΠ51 φαmιλψ (Πικυλεϖα ανδ Wατερmαν 
1999). Μορεοϖερ, τηε προδυχτιον οφ βιλε φροm χηολεστερολ αλσο δεπενδσ ον σεϖεραλ 
ΧΨΠσ (Πικυλεϖα ανδ Wατερmαν 1999). Ιν ινσεχτσ ανδ πλαντσ, ΧΨΠσ αρε ινϖολϖεδ ιν 
τηε βιοσψντηεσισ οφ χερταιν ηορmονεσ (Στεγεmαν ανδ Λιϖινγστονε 1998). Τηε ΧΨΠ4 
φαmιλψ mεταβολισε φαττψ αχιδσ ανδ αραχηιδονιχ αχιδ (ΑΑ) ιν mαmmαλσ (Χαπδεϖιλα et 
al. 1999). Τηε mεταβολισm προδυχτσ αρε ποσσιβλψ ρεσπονσιβλε φορ τηε ρεγυλατιον οφ 
ϖεσσελ πρεσσυρε (Χαπδεϖιλα et al. 2000; Ηαρδερ et al. 2000; Χαπδεϖιλα ανδ Φαλχκ 2001; 
Ηολλα et al. 2001). Τηερεφορε, χψτοχηροmε Π450 αλσο πλαψσ αν ιmπορταντ ρολε ιν 
πηψσιολογιχαλ φυνχτιονσ.   
1.1.2 Χαταλψτιχ ρεαχτιον οφ χψτοχηροmε Π450 
Α σχηεmε φορ τηε χαταλψτιχ χψχλε οφ χψτοχηροmε Π450 ηασ βεεν προποσεδ (Γυενγεριχη 
et al. 1991; Γυενγεριχη ανδ ϑοηνσον 1997; Ορτιζ δε Μοντελλανο 1997; Γυενγεριχη et 
Μινγ Θι Φαν                                                            1 Ιντροδυχτιον 
  
 
− 17 − 
al. 1998; Μανσυψ 1998). Τηερε αρε νινε στεπσ ιν τηε ρεαχτιον χψχλε ασ σηοων ιν 
Φιγυρε 1−1.  Συβστρατε βινδινγ ισ τηε φιρστ στεπ. Τηε Π450−συβστρατε χοmπλεξ τηεν 
ρεχειϖεσ τηε φιρστ ελεχτρον φροm χψτοχηροmε Π450 ρεδυχτασε. Τηε Φε3+ ιν τηε ηεmε ισ 
ρεδυχεδ. Τηε ρεδυχεδ Π450−Φε2+ ιντερmεδιατε βινδσ το Ο2, ανδ τηεν ρεχειϖεσ τηε 
σεχονδ ελεχτρον φροm χψτοχηροmε β5. Τηε συβστρατε ισ οξιδισεδ βψ Π450 ιρον−οξο 
ιντερmεδιατε. Ονε οξψγεν ατοm ισ τρανσφερρεδ το τηε συβστρατε; ανοτηερ οξψγεν ατοm 
φορmσ Η2Ο mολεχυλε. Τηε οξιδισεδ συβστρατε ισ ρελεασεδ φροm χψτοχηροmε Π450 ανδ 
τηε ιρον ιν Π450 ρετυρνσ το Φε3+ φορm. Αλτηουγη τηισ χαταλψτιχ χψχλε ισ γενεραλλψ 
αχχεπτεδ, δεταιλσ οφ σοmε στεπσ αρε στιλλ ποορλψ υνδερστοοδ βεχαυσε σοmε 
ιντερmεδιατεσ ηαϖε α λιφεσπαν τοο σηορτ το βε δετεχτεδ (Μανσυψ 1998).   
 
Φιγυρε 1−1. Χαταλψτιχ χψχλε φορ χψτοχηροmε Π450 ρεαχτιονσ (αδαπτεδ φροm Γυενγεριχη, Ηοσεα et 
al. 1998). 
Νινε στεπσ ιν χψτοχηροmε Π450 χαταλψτιχ ρεαχτιονσ αρε σηοων βψ νυmβερσ. Φε3+= οξιδισεδ χψτοχηροmε 
Π450, Φε2+= ρεδυχεδ χψτοχηροmε Π450, β5= χψτοχηροmε β5, ΡΗ=συβστρατε, ΡΟΗ=προδυχτ, ανδ ε− = 
ελεχτρον.   
 
Συβστρατε βινδινγ ισ ωελλ στυδιεδ αmονγ τηεσε στεπσ. Τηε σπιν στατε οφ ιρον ιν τηε 
ηεmε ισ διφφερεντ ιν τηε αβσενχε ανδ πρεσενχε οφ συβστρατε (ϑεφχοατε 1978; Ορτιζ δε 
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Μοντελλανο 1997). Wιτηουτ συβστρατε, τηε φερριχ ιν α ηεmε γρουπ ηασ σιξ λιγανδσ, 
νιτρογεν ατοmσ οφ πορπηψριν προϖιδε φουρ λιγανδσ, χψστεινε φροm χψτοχηροmε Π450 ισ 
τηε φιφτη λιγανδ ανδ ωατερ mολεχυλε βινδσ το ιρον ασ τηε σιξτη λιγανδ (Ορτιζ δε 
Μοντελλανο 1997). Τηισ στατε ισ χαλλεδ λοω σπιν στατε. Αφτερ συβστρατε βινδινγ το 
χψτοχηροmε Π450, τηε συβστρατε ρεπλαχεσ ωατερ ανδ ασ α ρεσυλτ, τηε φερριχ στατε χηανγεσ 
φροm ηεξαχοορδινατιον το πενταχοορδινατιον (Ορτιζ δε Μοντελλανο 1997). Τηισ στατε ισ 
χαλλεδ ηιγη σπιν στατε.  
Σπεχτροσχοπψ χαν βε υσεδ το δετεχτ α χηανγε οφ τηε σπιν στατε οφ τηε ηαεm ιρον. Τηε 
χηανγε φροm λοω σπιν στατε το ηιγη σπιν στατε ρεσυλτσ ιν τηε βλυε σηιφτ οφ mαξιmαλ 
αβσορπτιον ιν τηε οπτιχαλ σπεχτρυm (ϑεφχοατε 1978; Ορτιζ δε Μοντελλανο 1997); 
τηερεφορε, τηε διφφερενχε σπεχτρυm χαν βε υσεδ το mονιτορ τηε προχεσσ οφ συβστρατε 
βινδινγ. Dιφφερενχε σπεχτρα αρε χατεγορισεδ βψ τηρεε τψπεσ (ϑεφχοατε 1978; Ορτιζ δε 
Μοντελλανο 1997). Τψπε Ι διφφερενχε σπεχτρυm, ωηιχη σηοωσ α πεακ ατ αππροξιmατε 
385−390νm ανδ α τρουγη ατ αππροξιmατε αβουτ 420νm. Τψπε ΙΙ διφφερενχε σπεχτρυm, 
ωηιχη σηοωσ τηε mαξιmαλ αβσορπτιον ατ 425−435νm ανδ τηε mινιmυm ατ 390−405νm. 
Φιναλλψ, Ρεϖερσε Τψπε Ι διφφερενχε σπεχτρυm, ωηιχη ισ οπποσιτε το Τψπε Ι σπεχτρυm, 
ηασ αν αβσορπτιον πεακ ατ αππροξιmατε 420νm ανδ τρουγη ατ αππροξιmατε 388−390νm.  
Τψπε Ι διφφερενχε σπεχτρυm ισ χαυσεδ βψ χηανγε φροm λοω σπιν το ηιγη σπιν οφ 
χψτοχηροmε Π450 (ϑεφχοατε 1978). Ηοωεϖερ, σοmε συβστρατεσ συχη ασ αmινε 
χοmπουνδσ προδυχε Τψπε ΙΙ σπεχτρυm. Ιτ ηασ βεεν προποσεδ τηατ τηισ ισ βεχαυσε τηε 
νιτρογεν φροm τηεσε χοmπουνδσ ισ χοορδινατινγ ωιτη φερριχ ηεmε (ϑεφχοατε 1978). Ιν 
χοντραστ το Τψπε Ι σπεχτρυm, χηανγε οφ λοω σπιν το ηιγη σπιν ρεσυλτσ ιν α ρεϖερσε Τψπε 
Ι σπεχτρυm.  
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Ιν συmmαρψ, οωινγ το τηε λαργε νυmβερ ανδ ϖαριουσ φυνχτιον οφ χψτοχηροmε Π450, 
τηισ συπερφαmιλψ πλαψσ α χεντραλ ρολε ιν βιολογιχαλ ωορλδ.  
1.1.3 Ρεδοξ παρτνερσ οφ χψτοχηροmε Π450 
Χψτοχηροmε Π450 ρεθυιρεσ ρεδοξ παρτνερσ φορ ιτσ φυνχτιον. Χψτοχηροmε Π450 
ρεδυχτασε (ΧΠΡ) ανδ χψτοχηροmε β5 αρε τηε ελεχτρον δονορσ φορ mιχροσοmαλ 
χψτοχηροmε Π450 (Γυενγεριχη 1991).  
ΧΠΡ ισ α 78κ−δαλτον φλαϖοπροτειν χονταινινγ εθυαλ mολαρ αmουντ οφ ΦΜΝ ανδ ΦΑD 
(Στροβελ ανδ Dιγναm 1978). Νατυραλ ΧΠΡ ιν mαmmαλσ ισ αλσο βουνδ το ενδοπλασmιχ 
ρετιχυλυm (Στροβελ ανδ Dιγναm 1978), σιmιλαρ το χψτοχηροmε Π450. ΧΠΡ χαταλψσεσ 
ελεχτρον τρανσφερ φροm ΝΑDΠΗ το ΦΜΝ το ΦΑD το χψτοχηροmε Π450 (Σηεν et al. 
1989). Ηετερολογουσ εξπρεσσιον σψστεmσ, ινχλυδινγ βαχτερια ανδ ψεαστ αρε δεϖελοπεδ 
το εξπρεσσ ΧΠΡ ατ ηιγη λεϖελ (Πορτερ et al. 1987; Σηεν et al. 1989; Οηγιψα et al. 1997).  
Χψτοχηροmε β5 ισ αππροξιmατελψ α 17κDα ηεmοπροτειν (Σχηενκmαν ανδ ϑανσσον 
1999). Ιν ανιmαλσ, χψτοχηροmε β5 ισ ασσοχιατεδ ωιτη τηε ενδοπλασmιχ ρετιχυλυm. Τηισ 
προτειν χοmπρισεσ οφ τωο δοmαινσ, α ηψδροπηοβιχ Χ−τερmιναλ ταιλ ωηιχη βινδσ το 
mεmβρανε, ανδ α ηεmε−χονταινινγ ρεγιον (Ηολmανσ et al. 1994). Ιτ ωασ ονχε τηουγητ 
τηατ χψτοχηροmε β5 ηελπεδ χψτοχηροmε Π450 ρεχειϖε τηε σεχονδ ελεχτρον φροm 
ΝΑDΠΗ ιν τηε χαταλψτιχ ρεαχτιον οφ χψτοχηροmε Π450 (Σχηενκmαν ανδ ϑανσσον 
1999). Ηοωεϖερ, τηε ρολε οφ χψτοχηροmε β5 ρεmαινσ ιν θυεστιον. Χερταιν οβσερϖατιονσ 
ηαϖε σηοων τηατ χαταλψτιχ αχτιϖιτψ οφ σεϖεραλ χψτοχηροmεσ Π450 ωασ στιmυλατεδ βψ 
απο−χψτοχηροmε β5 ωιτηουτ ηεmε γρουπ, τηερεφορε προϖιδινγ τηε αργυmεντ τηατ 
χψτοχηροmε β5 ωασ ονλψ α αλλοστεριχ εφφεχτορ βυτ νοτ αν ελεχτρον δονορ (Ψαmαζακι et 
al. 1996; Λουγηραν et al. 2001; Ψαmαζακι et al. 2001). Ηοωεϖερ, ιτ ηασ αλσο βεεν 
δεmονστρατεδ τηατ στιmυλατιον οφ ΧΨΠ3Α4 ανδ ΧΨΠ17Α αχτιϖιτιεσ βψ απο−β5 ωασ 
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χαυσεδ βψ ηεmε τρανσφερ φροm Π450 το απο−β5 (Γιλεπ et al. 2001; Γυρψεϖ et al. 2001). 
Τηερεφορε, ιτ ισ νεχεσσαρψ το φυρτηερ ινϖεστιγατε τηε ρεαλ φυνχτιον οφ χψτοχηροmε β5 ιν 
τηε Π450 ρεαχτιον χψχλε.   
Οριγιναλλψ, χψτοχηροmε β5 ωασ πυριφιεδ φροm λιϖερ (Στριττmαττερ et al. 1978). Μορε 
ρεχεντλψ, ιτ ηασ βεεν φουνδ τηατ ρεχοmβιναντ χψτοχηροmε β5 χαν βε εξπρεσσεδ ιν ηιγη 
λεϖελ E.coli (Ηολmανσ et al. 1994; Χηυδαεϖ ανδ Υσανοϖ 1997; Μυλροονεψ ανδ 
Wασκελλ 2000), ανδ τηερεφορε ιτ ισ εασψ το οβταιν α λαργε αmουντ οφ ευκαρψοτιχ 
χψτοχηροmε β5 φροm βαχτερια.   
1.2 Τηε ΧΨΠ 4 φαmιλψ 
Τηε ΧΨΠ 4 φαmιλψ ισ ονε οφ τηε ολδεστ χψτοχηροmε Π450 φαmιλιεσ, ωηιχη ισ 
αππροξιmατελψ ονε βιλλιον ψεαρσ ολδ (Σιmπσον 1997; Οκιτα ανδ Οκιτα 2001). Τηισ 
φαmιλψ χονταινσ ειγητεεν συβφαmιλιεσ (ηττπ://δρνελσον.υτmεm.εδυ/βιβλιοΒ.ητmλ). 
Ηοωεϖερ, ιν mαmmαλσ, τηερε αρε ονλψ τηρεε συβφαmιλιεσ: ΧΨΠ4Α, 4Β ανδ 4Φ (Νελσον 
et al. 1996; Σιmπσον 1997).   
1.2.1 ΧΨΠ4Α 
Χυρρεντλψ, 24 mεmβερσ βελονγινγ το ΧΨΠ4Α συβφαmιλψ ηαϖε βεεν ιδεντιφιεδ  
(ηττπ://δρνελσον.υτmεm.εδυ/φαmχουντ.ητmλ). ΧΨΠ4Ασ αρε κνοων φορ ηψδροξψλατιον οφ 
α σεριεσ οφ φαττψ αχιδσ, ειχοσανοιδσ ανδ προσταγλανδινσ (ΠΓσ) (Σιmπσον 1997; 
Χαπδεϖιλα et al. 1999; Οmυρα 1999). Φυρτηερmορε, ΧΨΠ4Α υνιθυελψ πρεφερσ το 
ηψδροξψλατε τηε ω ποσιτιον οφ τηε συβστρατε, ωηιχη ισ νοτ τηερmοδψναmιχαλλψ 
φαϖουραβλε.  
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Ταβλε 1−1. ΧΨΠ4Α συβφαmιλψ 
 Σπεχιεσ ΓενΕΜΒΛ Ρεφερενχεσ 
ΧΨΠ4Α1 Ρατ Μ14972 
Μ33937 ανδ Μ57718 
(Ηαρδωιχκ et al. 1987; 
Κιmυρα et al. 1989α) 
ΧΨΠ4Α2 Ρατ Μ33938 ανδ Μ57719 (Κιmυρα et al. 1989α) 
ΧΨΠ4Α3 Ρατ Μ33936 (Κιmυρα et al. 1989β) 
ΧΨΠ4Α4 Ραββιτ ϑ02818 
 
Λ04758 
(Ματσυβαρα et al. 1987; 
Παλmερ et al. 1993) 
ΧΨΠ4Α5 Ραββιτ Μ28655 
Ξ57209 
(ϑοηνσον et al. 1990; 
Ψοκοτανι et al. 1991) 
ΧΨΠ4Α6 Ραββιτ Μ28656 
Λ04755 
(ϑοηνσον et al. 1990; 
Μυερηοφφ et al. 1992) 
ΧΨΠ4Α7 Ραββιτ Μ28657 (ϑοηνσον et al. 1990) 
ΧΨΠ4Α8 Ρατ Μ37828 (Στροmστεδτ et al. 1990) 
Χψπ4α10 Μουσε Ξ71478 (Βελλ et al. 1993) 
ΧΨΠ4Α11 Ηυmαν Σ67580 (Ιmαοκα et al. 1993) 
Χψπ4α12 Μουσε Ξ71479 (Βελλ et al. 1993) 
ΧΨΠ4Α13 Γυινεα 
Πιγ 
Ξ71481 (Βελλ et al. 1993) 
Χψπ4α14 Μουσε Ψ11639−Ψ11642 (Ηενγ et al. 1997) 
ΧΨΠ4Α15 Κοαλα ΑΦ252263 (Νγο et al. 2000) 
ΧΨΠ4Α16 Χατ Υ91789 Γεβρεmεδηιν, Λανγε et al., 
υνπυβλισηεδ 
ΧΨΠ4Α17 Ηαmστερ Νο αχχεσσιον νυmβερ  Βελλ, υνπυβλισηεδ 
ΧΨΠ4Α18 Ηαmστερ Νο αχχεσσιον νυmβερ Βελλ, υνπυβλισηεδ 
ΧΨΠ4Α19 Ηαmστερ Νο αχχεσσιον νυmβερ Βελλ, υνπυβλισηεδ 
ΧΨΠ4Α20∗ Ηυmαν ΑΧ026935 (ρεπλαχεδ βψ 
ΑΛ450996, φροm γενοmε)  
Μχλαψ, υνπυβλισηεδ 
ΧΨΠ4Α21 Πιγ Αϑ278474 (Λυνδελλ et al. 2001) 
ΧΨΠ4Α22 Ηυmαν ΑΛ390073 (φροm γενοmε) Μχλαψ, υνπυβλισηεδ 
ΧΨΠ4Α23 Πιγ ΑΦ384031 ςαν Εσ et al., υνπυβλισηεδ 
ΧΨΠ4Α24 Πιγ Αϑ318096 (Λυνδελλ 2002) 
ΧΨΠ4Α25 Πιγ Αϑ318097 (Λυνδελλ 2002) 
∗Φορmερλψ ναmεδ 4Ζ1. 
Τωεντψ−φουρ ΧΨΠ4Α mεmβερσ αρε συmmαρισεδ ιν τηε Ταβλε 1−1. Τηε αχχεσσιον νυmβερσ οφ ΧΨΠ4Α 
mεmβερσ αρε αλσο σηοων ιν τηε ταβλε. Τηε αχχεσσιον νυmβερσ οφ ΧΨΠ4Α20 ανδ ΧΨΠ4Α22 αρε φροm 
τηε ηυmαν γενοmιχ σεθυενχε.  
 
Τηε φυνχτιον οφ ΧΨΠ4Α in vivo ισ νοτ ωελλ υνδερστοοδ. ΧΨΠ4Α χουλδ βε ινϖολϖεδ ιν 
δεγραδινγ λονγ ορ mεδιυm φαττψ αχιδσ το σηορτ χηαιν διχαρβοξψλιχ αχιδσ ιν 
ηεπατοχψτεσ via ηψδροξψλατιον (Οκιτα ανδ Οκιτα 2001). Ηοωεϖερ, ΧΨΠ4Α χαν αλσο 
mεταβολισε λονγ χηαιν πολψυνσατυρατεδ φαττψ αχιδσ συχη ασ αραχηιδονιχ αχιδ in vivo, 
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ανδ γενερατε mεταβολιτεσ τηατ ηαϖε ϖαριουσ ανδ σιγνιφιχαντ βιολογιχαλ αχτιϖιτιεσ (Οκιτα 
ανδ Οκιτα 2001).  
Τηε ρελατιονσηιπ βετωεεν ΧΨΠ4Ασ ανδ ηψπερτενσιον ηασ βεεν εξτενσιϖελψ στυδιεδ. 
ΧΨΠ4Α1, 4Α2 ανδ 4Α3 ωερε αβλε το χαταλψσε ω ανδ ω−1 ηψδροξψλατιον οφ 
αραχηιδονιχ αχιδ (ΑΑ), ανδ ΧΨΠ4Α1 ωασ τηουγητ το βε α mαιν ενζψmε φορ τηε 
σψντηεσισ οφ 20−ηψδροξψειχοσατετραενοιχ αχιδ (20−ΗΕΤΕ), α ϖασοχονστριχτορ (Νγυψεν 
et al. 1999). Αλσο, ΧΨΠ4Α2 ανδ 4Α3 σηοωεδ ΑΑ 11,12−εποξιδατιον αχτιϖιτψ, ωηιχη 
χουλδ χονϖερτ ΑΑ το εποξψειχοσατριενοιχ αχιδσ (ΕΕΤσ), α ποτεντιαλ ϖασοδιλατορ (Wανγ 
et al. 1996; Νγυψεν et al. 1999). Σπεχιφιχ αντισενσε ολιγονυχλεοτιδεσ (ΟDΝσ) οφ 4Α1, 
4Α2 ανδ 4Α3 ωερε υσεδ το ινηιβιτ τηε εξπρεσσιον οφ 20−ΗΕΤΕ ιν Σπραγυε−Dαωλεψ 
ρατσ (Wανγ et al. 1999). Τηε ΟDΝσ οφ 4Α1 ανδ 4Α2 δεχρεασεδ τηε σψντηεσισ οφ 20−
ΗΕΤΕ, ανδ τηε βλοοδ πρεσσυρε οφ ρατσ ωηιχη ρεχειϖεδ τηε ΧΨΠ4Α1 ανδ 4Α2 ΟDΝσ 
ωασ ρεδυχεδ (Wανγ et al. 1999). Ιν τηε σποντανεουσλψ ηψπερτενσιϖε ρατ, ΧΨΠ4Α1 
αντισενσε ολιγονυχλεοτιδε ρεδυχεδ 20−ΗΕΤΕ σψντηεσισ ιν mεσεντεριχ αρτεριαλ ϖεσσελσ 
ανδ δεχρεασεδ τηε βλοοδ πρεσσυρε, βυτ σχραmβλεδ αντισενσε ΟDΝσ ηαδ νο εφφεχτ 
(Wανγ et al. 2001). Φυρτηερmορε, τηε mΡΝΑ λεϖελ οφ ΧΨΠ4Α3 ανδ 4Α8 ιν 
σποντανεουσ ηψπερτενσιϖε ρατσ ωασ ηιγηερ τηαν τηατ ιν ορδιναρψ Wισταρ−Κψοτο ρατσ 
(Κροετζ et al. 1997). 
Ιν ηυmαν βεινγσ, ΧΨΠ4Α11 ωασ ιδεντιφιεδ ασ τηε δοmιναντ λαυριχ αχιδ ω−
ηψδροξψλασε ιν ηυmαν λιϖερ (Ποωελλ et al. 1996), ανδ ω−ηψδροξψλατιον οφ ΑΑ ωασ 
mαινλψ χαταλψσεδ βψ ΧΨΠ4Φ2 ανδ 4Α11 ιν ηυmαν κιδνεψ (Λασκερ et al. 2000). 
ΧΨΠ4Α11 ανδ ΧΨΠ4Φ2 ωερε τηε mαϕορ ενζψmεσ το γενερατε 20−ΗΕΤΕ ιν ηυmαν 
λιϖερ. Ηοωεϖερ, ΧΨΠ4Φ2 ωασ τηε mορε ιmπορταντ φορm βασεδ ον βοτη κινετιχ 
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παραmετερσ ανδ τηε ινηιβιτιον οφ 20−ΗΕΤΕ φορmατιον υσινγ αντιβοδιεσ οφ ΧΨΠ4Α11 
ανδ ΧΨΠ4Φ2 (Ποωελλ et al. 1998).  
Ανοτηερ ιmπορταντ ενδογενουσ συβστρατε οφ ΧΨΠ4Α ισ προσταγλανδιν (ΠΓ), α 
πρεχυρσορ φορ τηε γενερατιον οφ τηροmβοξανεσ (ΤΞσ) (Χαπδεϖιλα et al. 1999).  
ΧΨΠ4Α4 εξπρεσσεδ ιν E.coli ωασ αβλε το mεταβολισε ΠΓΕ1 (Νισηιmοτο et al. 1993); 
ΧΨΠ4Α4 εξπρεσσεδ ιν ΧΟΣ−1 χελλσ εξηιβιτεδ αχτιϖιτψ οφ ηψδροξψλατιον οφ ΠΓΕ1 ανδ 
ΠΓΑ1 (Ροmαν et al. 1993). Τηερεφορε, ΧΨΠ4Α ισ ποσσιβλψ ινϖολϖεδ ιν mανψ 
ιmπορταντ πηψσιολογιχαλ αχτιϖιτιεσ ιν mαmmαλσ. 
Αλτηουγη τηε mεmβερσ οφ ΧΨΠ4Α σηοω ηιγη σεθυενχε ιδεντιτψ, σοmε οφ τηεm ηαϖε 
διστινχτ συβστρατε προφιλεσ. Φορ εξαmπλε, ΧΨΠ4Α4 χαν mεταβολισε ΠΓσ, βυτ φαιλσ το υσε 
λαυριχ αχιδ ασ τηε συβστρατε (Νισηιmοτο et al. 1993; Παλmερ et al. 1993; Ροmαν et al. 
1993). Ηοωεϖερ, ΧΨΠ4Α5, 4Α6 ανδ 4Α7 χαν υτιλιζε λαυριχ αχιδ βυτ ΠΓσ αρε ποορ 
συβστρατεσ (Ροmαν et al. 1993). Αλτηουγη 4Α1, 4Α2 ανδ 4Α3 χαν mεταβολισε mεδιυm 
το λονγ λενγτη οφ φαττψ αχιδσ, τηειρ κινετιχ παραmετερσ, συχη ασ Κm ανδ ςmαξ, αρε 
διφφερεντ (Νγυψεν et al. 1999; Ηοχη et al. 2000α; Ηοχη et al. 2000β). Ρεχεντλψ, 
ΧΨΠ4Α21, α νεω mεmβερ οφ τηε ΧΨΠ4Α συβφαmιλψ ιν πιγ, ωασ χλονεδ. Ιτ σηοωεδ α 
υνιθυε αχτιϖιτψ ασ α ταυροχηενοδεοξψχηολιχ αχιδ 6α−ηψδροξψλασε βυτ ιτ διδ νοτ 
mεταβολισε λαυριχ αχιδ, α χοmmον συβστρατε φορ οτηερ ΧΨΠ4Ασ (Λυνδελλ et al. 2001).  
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Ταβλε 1−2. Αχτιϖιτψ οφ ω−ηψδροξψλατιον ιν Ρατ, Ραββιτ ανδ Ηυmαν ΧΨΠ4Α φορmσ 
Ενζψmε Λαυριχ αχιδ Παλmιχ αχιδ Αραχηιδονιχ αχιδ ΠΓΕ1 ΠΓΑ1 
ΧΨΠ4Α1 36α (13.5δ) 7.5δ 6.3α 0.6δ 2.5δ 
ΧΨΠ4Α2 5α 6ε 1.1α − − 
ΧΨΠ4Α3 8.5α ΝDε 0.7α − − 
ΧΨΠ4Α4 ΝDβ 13β  30β 145β 80β 
ΧΨΠ4Α5 99β 7β 4β ΝDβ ΝDβ 
ΧΨΠ4Α6 47β 19β 23β ΝDβ ΝDβ 
ΧΨΠ4Α7 250β 54β 114β ΝDβ 29β 
ΧΨΠ4Α8 0.4α − ΝDα − − 
ΧΨΠ4Α11 14.7δ 0.78δ ΝDδ ΝDδ ΝDδ 
ΝD=Νοτ δετεχτεδ 
α) (Νγυψεν et al. 1999) (νmολ/mιν/νmολ Π450) 
β) (Ροmαν et al. 1993) (νmολ/mιν/mγ προτειν) 
χ) (Καωασηιmα et al. 2000) (νmολ/mιν/νmολ Π450) 
δ) (Ηαρδωιχκ 1991) (νmολ/mιν/νmολ Π450) 
ε) (Ηοχη et al. 2000β) (mιν−1) 
ΧΨΠ 4Α1, ασ α mεmβερ ιν 4Α συβφαmιλψ, ηασ τηε ιmπορταντ ανδ υνιθυε πηψσιολογιχαλ 
αχτιϖιτιεσ δεσχριβεδ αβοϖε. Βεχαυσε ΧΨΠ4Α1 ισ φροm τηε ρατ, ονε οφ τηε mοστ οφτεν 
υσεδ ανιmαλ mοδελσ, ιτ ισ εασιερ το στυδψ τηε προπερτιεσ οφ ΧΨΠ4Α1. Ρεσεαρχη ον 
ΧΨΠ4Α1 χαν ηελπ υσ το υνδερστανδ οτηερ ΧΨΠ4Α mεmβερσ, συχη ασ 4Α11 ιν ηυmανσ, 
βεχαυσε οφ τηε σιmιλαρ αχτιϖιτψ αmονγ τηεm (Σιmπσον 1997; Οκιτα ανδ Οκιτα 2001). 
1.2.2 ΧΨΠ4Β 
Τηε ΧΨΠ4Β συβφαmιλψ χονταινσ τηε λεαστ mεmβερσ (4Β1) οφ αλλ τηε ΧΨΠ4 συβφαmιλιεσ 
(Νελσον et al. 1996). ΧΨΠ4Β1 ηασ βεεν φουνδ ιν ηυmαν (Νηαmβυρο et al. 1989), 
mουσε (Ιmαοκα et al. 1995), ρατσ ανδ ραββιτσ (Γασσερ ανδ Πηιλποτ 1989). ΧΨΠ4Β1 
mΡΝΑ ωασ mαινλψ δετεχτεδ ιν τηε λυνγ (Γασσερ ανδ Πηιλποτ 1989; Νηαmβυρο et al. 
1989). Ηοωεϖερ, ΧΨΠ4Β1 χουλδ βε ινδυχεδ ιν ραββιτ λιϖερ βψ πηενοβαρβιταλ (ΠΒ) 
(Γασσερ ανδ Πηιλποτ 1989). Ιν ρατ, νο ορ λιττλε ΧΨΠ4Β ωασ εξπρεσσεδ ιν λιϖερ, 
ιρρεσπεχτιϖε οφ ΠΒ τρεατmεντ (Γασσερ ανδ Πηιλποτ 1989). Τηε Χψπ4β1 γενε ιν mουσε 
ωασ χλονεδ φροm κιδνεψ χDΝΑ λιβραρψ (Ιmαοκα et al. 1995) .   
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Τηε ρεαλ φυνχτιον οφ ΧΨΠ4Β in vivo ισ νοτ ωελλ υνδερστοοδ. Ιν mουσε, Χψπ4β1 ωασ 
ιδεντιφιεδ ασ τηε αχτιϖατορ οφ 3−mετηοξψ−4−αmινοαζοβενζενε (3−ΜεΟ−ΑΑΒ), α ποτεντ 
προχαρχινογεν, ανδ τηερεφορε τηε αυτηορσ προποσεδ τηατ Χψπ4β1 ωασ τηε mαιν φορm 
ρεσπονσιβλε φορ χαρχινογενεσισ ιν ρεναλ mιχροσοmεσ οφ mαλε mιχε (Ιmαοκα et al. 
1995). ΧΨΠ4Β1 χαν αλσο ω ανδ ω−1 ηψδροξψλατε σηορτ−mεδιυm φαττψ αχιδσ, ωηιχη 
παρτλψ οϖερλαπσ ωιτη τηε φαττψ αχιδ ω−ηψδροξψλατιον αχτιϖιτψ οφ 4Α (Φισηερ et al. 1998; 
Ζηενγ et al. 1998).   
1.2.3 ΧΨΠ4Φ 
ΧΨΠ4Φ ισ α γροωινγ συβφαmιλψ, χυρρεντλψ τεν mεmβερσ ηαϖε βεεν ιδεντιφιεδ, ιν σεα 
βασσ (Σαβουραυλτ et al. 1999), ρατ ανδ ηυmαν (Νελσον et al. 1996). ΧΨΠ4Φ σηοωσ 
ηψδροξψλατιον αχτιϖιτψ οφ α σεριεσ οφ ειχοσανοιδσ ινχλυδινγ λευκοτριενεσ (ΛΤΒσ), 
προσταγλανδινγσ (ΠΓσ), λιποξινσ, αραχηιδονιχ αχιδ (ΑΑ) ανδ ΗΕΤΕσ. (Κικυτα et al. 
1993; Καωασηιmα et al. 1997; ϑιν et al. 1998; Κικυτα et al. 1998; Χηριστmασ et al. 
1999; Κικυτα et al. 1999α; Κικυτα et al. 1999β; Βψλυνδ et al. 2000; Βψλυνδ et al. 
2001; Ηασηιζυmε et al. 2001). Τηεσε mεταβολιτεσ οφ ΧΨΠ4Φσ χοντριβυτε το ϖαριουσ 
βιολογιχαλ αχτιϖιτιεσ. Φορ εξαmπλε, mεταβολιτεσ οφ ΑΑ πλαψ αν ιmπορταντ ρολε ιν βλοοδ 
πρεσσυρε (Χαπδεϖιλα ανδ Φαλχκ 2001). Μορεοϖερ, ΛΤΒ4, ονε οφ mοστ χοmmον 
συβστρατεσ οφ ΧΨΠ4Φσ, ισ α κνοων mεδιατορ οφ ινφλαmmατιον ανδ ισ αλσο ασσοχιατεδ 
ωιτη σοmε ιmπορταντ πηψσιολογιχαλ αχτιϖιτιεσ συχη ασ χηεmοταξισ ανδ χηεmοκινεσισ, 
χελλυλαρ αγγρεγατιον ανδ συπεροξιδε γενερατιον (ϑιν et al. 1998). Τηερεφορε, ΧΨΠ4Φσ 
ποσσιβλψ πλαψ α ρολε ιν ινφλαmmατιον ανδ οτηερ ρελατεδ δισεασεσ. 
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Ταβλε 1−3. ΧΨΠ4Φ συβφαmιλψ ανδ ιτσ συβστρατε προφιλε 
 Σπεχιεσ Τισσυε Συβστρατεσ Ρεφερενχεσ 
ΧΨΠ4Φ1 Ρατ Λιϖερ ΛΤΒ4, ΠΓΑ1, 
λιποξιν Α4 ανδ 
ΗΕΤΕσ 
(Χηεν ανδ Ηαρδωιχκ 
1993; Κικυτα et al. 
1999α) 
ΧΨΠ4Φ2 Ηυmαν Λιϖερ ΛΤΒ4 (ϑιν et al. 1998; Ποωελλ 
et al. 1998; Κικυτα et al. 
1999β; Λασκερ et al. 
2000) 
ΧΨΠ4Φ3 Ηυmαν Λιϖερ, 
νευτροπηιλ 
ΛΤΒ4, λιποξιν 
Α4 ανδ Β4, 
ΗΕΤΕσ 
(Κικυτα et al. 1998; 
Χηριστmασ et al. 1999) 
ΧΨΠ4Φ4 Ρατ Βραιν ΠΓΑ1, ΠΓΕ1 
ανδ ΛΤΒ4 
(Καωασηιmα ανδ 
Στροβελ 1995; 
Καωασηιmα et al. 1997) 
ΧΨΠ4Φ5 Ρατ Βραιν ΛΤΒ4 (Καωασηιmα ανδ 
Στροβελ 1995; 
Καωασηιmα et al. 1997) 
ΧΨΠ4Φ6 Ρατ Βραιν − (Καωασηιmα ανδ 
Στροβελ 1995) 
ΧΨΠ4Φ7 Σεα Βασσ Κιδνεψ − (Σαβουραυλτ et al. 1999) 
ΧΨΠ4Φ8 Ηυmαν Σεmιναλ 
ϖεσιχλεσ   
ΑΑ, ΠΓΗ1 ανδ 
ΠΓΗ2 
(Βψλυνδ et al. 1999; 
Βψλυνδ et al. 2000) 
ΧΨΠ4Φ11 Ηυmαν Λιϖερ, κιδνεψ, 
ηεαρτ ανδ 
σκελεταλ 
− (Χυι et al. 2000) 
ΧΨΠ4Φ12 Ηυmαν 
 
Ηυmαν 
Σmαλλ ιντεστινε 
ανδ λιϖερ 
Λιϖερ, κιδνεψ, 
χολον, σmαλλ 
ιντεστινε ανδ 
ηεαρτ 
ΛΤΒ4, ΑΑ, 
εβαστινε 
ΑΑ, ΛΤΒ4, 
ΠΓΗ2, 
ΠΓΕ2,ΠΓΦ2α 
(Βψλυνδ et al. 2001; 
Ηασηιζυmε et al. 2001) 
Τεν ΧΨΠ4Φ mεmβερσ αρε συmmαρισεδ ιν Ταβλε 1−3. Τηε συβστρατεσ οφ ΧΨΠ4Φσ αρε αλσο δεσχριβεδ ιν 
τηε ταβλε. ΑΑ= Αραχηιδονιχ Αχιδ, ΗΕΤΕ= Ηψδροξψειχοσατετραενοιχ αχιδ, ΛΤΒ= Λευκοτριενε, ΠΓ= 
Προσταγλανδινγ. 
1.3 Ηετερολογουσ εξπρεσσιον οφ χψτοχηροmε Π450 
Ιν ορδερ το ινϖεστιγατε χαταλψτιχ αχτιϖιτψ οφ χψτοχηροmε Π450, ιτ ισ νεχεσσαρψ το οβταιν 
ενουγη φυνχτιοναλ προτειν. Ηοωεϖερ, τηε τραδιτιοναλ πυριφιχατιον φροm ανιmαλ οργανσ 
ισ φαιρλψ χοmπλιχατεδ ανδ τιmε−χονσυmινγ. Μορεοϖερ, ιτ ισ διφφιχυλτ το πυριφψ α 
σπεχιφιχ χψτοχηροmε Π450 φροm οτηερ σιmιλαρ Π450σ. Ιτ ισ παρτιχυλαρλψ προβλεmατιχ, ιφ 
χψτοχηροmε Π450 ισ εξπρεσσεδ ιν λοω λεϖελ. Ηενχε, χDΝΑ−διρεχτεδ ηετερολογουσ 
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εξπρεσσιον προϖιδεσ αν εφφιχιεντ ωαψ το οβταιν α λαργε αmουντ οφ χψτοχηροmε Π450. Ιτ 
ισ αλσο εασψ το στυδψ στρυχτυρε−φυνχτιον ρελατιονσηιπσ οφ χψτοχηροmε Π450 βψ σιτε−
διρεχτεδ mυταγενεσισ ιν α ηετερολογουσ εξπρεσσιον σψστεm.  
Σεϖεραλ εξπρεσσιον σψστεmσ ινχλυδινγ βαχτερια, ψεαστ, ινσεχτ χελλσ ανδ mαmmαλιαν 
χελλσ ηαϖε βεεν συχχεσσφυλλψ δεϖελοπεδ το προδυχε ΧΨΠσ ιν τηε λαστ τωεντψ ψεαρσ 
(Γονζαλεζ ανδ Κορζεκωα 1995; Χρεσπι ανδ Μιλλερ 1999). Αλλ οφ τηε σψστεmσ ηαϖε 
αδϖανταγεσ ανδ δισαδϖανταγεσ. 
1.3.1 Μαmmαλιαν εξπρεσσιον σψστεm 
Μαmmαλ χελλσ οφφερ τηε νατιϖε ενϖιρονmεντ συχη ασ πηοσπηολιπιδ βιλαψερ, ωηιχη ισ 
ρεθυιρεδ φορ mεmβρανε−βινδινγ οφ χψτοχηροmε Π450. Ιν mαmmαλιαν χελλσ, τηε 
ηετερολογουσλψ εξπρεσσεδ ευκαρψοτιχ Π450 σηουλδ φολδ αχχυρατελψ το κεεπ ιτσ φυνχτιον. 
Φυρτηερmορε, mαmmαλιαν χελλσ χονταιν ενδογενουσ ρεδοξ παρτνερσ, συχη ασ Π450 
ρεδυχτασε ανδ χψτοχηροmε β5, ωηιχη mακεσ ιτ ποσσιβλε το εσταβλιση τηε χαταλψτιχ 
αχτιϖιτψ ιν α σινγλε χελλ. Σεϖεραλ mαmmαλιαν εξπρεσσιον σψστεmσ ηαϖε βεεν 
εσταβλισηεδ φορ εξπρεσσιον οφ ΧΨΠ. Ηετερολογουσ χψτοχηροmε Π450σ ηαϖε βεεν 
εξπρεσσεδ ιν ΧΟΣ χελλσ (Χλαρκ ανδ Wατερmαν 1991), ς79 χηινεσε ηαmστερ χελλσ 
(Dοεηmερ ανδ Οεσχη 1991) ανδ ηυmαν Β λψmπηοβλαστοιδ χελλσ (Χρεσπι 1991). Τηε 
mετηοδ οφ υσινγ ϖαχχινια ϖιρυσ το εξπρεσσ mαmmαλιαν χψτοχηροmεσ Π450 ηασ αλσο 
βεεν ρεπορτεδ (Γονζαλεζ et al. 1991α).  
Ηοωεϖερ, ηετερολογουσ χψτοχηροmε Π450σ αρε εξπρεσσεδ ιν ρελατιϖελψ λοω λεϖελ ιν 
mαmmαλιαν χελλσ βεχαυσε εξχεσσ χψτοχηροmε Π450 χουλδ διστυρβ τηε γροωτη οφ ηοστ 
mαmmαλιαν χελλ (Χρεσπι ανδ Μιλλερ 1999). Ανοτηερ ποτεντιαλ προβλεm οφ τηε 
mαmmαλιαν εξπρεσσιον σψστεm ισ τηε ενδογενουσ χψτοχηροmε Π450. Ιτ ισ ιmπορταντ το 
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χηοοσε α mαmmαλιαν χελλ λινε τηατ ηασ λοω βαχκγρουνδ οφ ενδογενουσ Π450 ασ τηε 
ηοστ. Προπερ χοντρολσ αρε νεχεσσαρψ.  
Τηερεφορε, τηε mαmmαλιαν εξπρεσσιον σψστεm ισ ιδεαλ φορ mυταγενιχιτψ ανδ δρυγ 
mεταβολισm, ωηιχη δο νοτ ρεθυιρε λαργε θυαντιτιεσ οφ ενζψmε (Dοεηmερ ανδ Οεσχη 
1991; Χρεσπι ανδ Μιλλερ 1999). Ηοωεϖερ, τηισ σψστεm χαν ηαϖε διφφιχυλτψ ιν προϖιδινγ 
ενουγη προτειν φορ σπεχτραλ αναλψσισ, κινετιχ στυδψ ανδ ινϖεστιγατιον οφ φυνχτιον 
(Χλαρκ ανδ Wατερmαν 1991).  
1.3.2 Ψεαστ εξπρεσσιον σψστεm 
Τηε ψεαστ ωασ τηε φιρστ σψστεm τηατ συχχεσσφυλλψ εξπρεσσεδ τηε mαmmαλιαν ΧΨΠ 
(Γονζαλεζ ανδ Κορζεκωα 1995). Ψεαστ προϖιδεσ α ωαψ το εξπρεσσ ΧΨΠσ ιν ηιγη λεϖελ 
ωιτη λοω χοστ (Γονζαλεζ ανδ Κορζεκωα 1995).  
Σπεχιαλ ψεαστ εξπρεσσιον ϖεχτορσ ηαϖε βεεν δεσιγνεδ (Γυενγεριχη et al. 1991). Ιν 
ορδερ το οϖερχοmε τηε ινεφφιχιεντ αχτιϖιτψ οφ ενδογενουσ ελεχτρον δονορσ, τηε ρεδοξ 
παρτνερσ χαν ειτηερ βε χο−εξπρεσσεδ ωιτη ΧΨΠσ ιν ψεαστ ορ φυσεδ ωιτη ΧΨΠ χDΝΑ 
(Γονζαλεζ ανδ Κορζεκωα 1995). Ηοωεϖερ, χο−εξπρεσσιον ανδ φυσιον εξπρεσσιον 
σψστεmσ αρε νοτ ϖερψ σταβλε οωινγ το τηε λαργε σιζε οφ φορειγν DΝΑ ανδ τηερεφορε 
γενοmιχαλλψ mοδιφιεδ ψεαστ ηαϖε βεεν δεϖελοπεδ το προϖιδε τηε οπτιmαλ ρεδοξ 
ενϖιρονmεντ φορ εξπρεσσιον οφ χψτοχηροmε Π450 (Ποmπον et al. 1996).   
Τηε δεφεχτ οφ τηισ σψστεm ισ τηε ενδογενουσ Π450 ιν ψεαστ. Ιτ ισ ιmπορταντ το πρεϖεντ 
χονταmινατιον φροm τηε ενδογενουσ ψεαστ Π450 δυρινγ εξτραχτιον ανδ πυριφιχατιον 
(Χρεσπι ανδ Μιλλερ 1999). 
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1.3.3 Ινσεχτ χελλ εξπρεσσιον σψστεm 
Ινσεχτ χελλσ ινφεχτεδ βψ βαχυλοϖιρυσ αρε χυρρεντλψ ονε οφ τηε mοστ ποπυλαρ σψστεmσ φορ 
εξπρεσσινγ ΧΨΠσ (Χρεσπι ανδ Μιλλερ 1999) βεχαυσε οφ τηε ηιγη εξπρεσσιον λεϖελ 
(Γονζαλεζ et al. 1991β; Λεε et al. 1996). Wηεν εξπρεσσιον λεϖελσ οφ Π450χ17 ιν ψεαστ, 
mαmmαλιαν χελλσ, E.coli ανδ ινσεχτ χελλσ ωερε χοmπαρεδ, τηε ινσεχτ χελλ εξπρεσσιον 
σψστεm προδυχεδ τηε mοστ mολεχυλεσ οφ Π450 περ χελλ. Τηε ενϖιρονmεντ ιν ινσεχτ 
χελλσ ισ ρελατιϖελψ χλοσερ το mαmmαλσ, ωηιχη βενεφιτσ εξπρεσσιον οφ mαmmαλιαν 
προτεινσ (Γαλλενο ανδ Στιχκ 1999). 
Το εξπρεσσ χψτοχηροmε Π450 ιν ινσεχτ χελλ, τηε χDΝΑ ωασ φιρστλψ χλονεδ ιν α σηυττλε 
ϖεχτορ. Τηε βαχυλοϖιρυσ, ΑχΜΝΠς, τρανσφεχτεδ ινσεχτ χελλ συχη ασ Σφ9 ορ T.ni ωιτη 
τηε σηυττλε ϖεχτορ (Γονζαλεζ et al. 1991β; Λεε et al. 1996). Τηε ΧΨΠ χDΝΑ ωασ 
ιντεγρατεδ ιντο τηε ϖιραλ DΝΑ το γενερατε τηε ρεχοmβιναντ βαχυλοϖιρυσ βεχαυσε τηε 
ϖεχτορ ανδ ΑχΜΝΠς χαρριεδ τηε σαmε DΝΑ συχη ασ πολψηεδριν γενε προmοτερσ ανδ 
π10 γενε (Γονζαλεζ et al. 1991β; Λεε et al. 1996). Τηε υσε οφ mυλτιπλε ϖιραλ 
προmοτερσ αλλοωεδ τηε χο−εξπρεσσιον οφ σεϖεραλ γενεσ ιν ινσεχτ χελλσ ατ τηε σαmε τιmε 
(Λεε et al. 1996). Τηερεφορε, ρεδοξ παρτνερσ ινχλυδινγ χψτοχηροmε Π450 ρεδυχτασε ορ 
χψτοχηροmε β5 χουλδ βε εξπρεσσεδ ιν ινσεχτ χελλσ ωιτη χψτοχηροmε Π450 υνδερ τηε 
χοντρολ οφ διφφερεντ προmοτερσ (Βυτερσ et al. 1995; Λεε et al. 1995; Παττεν ανδ Κοχη 
1995; Χηεν et al. 1997). Τηε χο−εξπρεσσιον σψστεm ωιτη ρεδοξ παρτνερσ ωασ 
εσταβλισηεδ, ιν ωηιχη τηε τοταλ Π450 αχτιϖιτψ χουλδ βε ρεχοϖερεδ (Λεε et al. 1995). 
Ηοωεϖερ, τηε σελεχτιον οφ ρεχοmβιναντ ϖιρυσ ανδ τηε χυλτυρε οφ ινσεχτ χελλσ αρε τιmε−
χονσυmινγ, ανδ χοστ οφ mεδια ισ εξπενσιϖε (Φερνανδεζ ανδ Ηοεφφλερ 1999; Γαλλενο 
ανδ Σιχκ 1999). 
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1.3.4 Βαχτεριαλ εξπρεσσιον σψστεm 
Τηε βαχτεριαλ σψστεm ισ οφτεν τηε φιρστ χηοιχε φορ εξπρεσσινγ ηετερολογουσ προτεινσ δυε 
το τηε λοω χοστ, ηιγη εξπρεσσιον λεϖελ ανδ εασψ χοντρολ (Φερνανδεζ ανδ Ηοεφφλερ 
1999). Ηοωεϖερ, ιτ ηασ βεεν α χηαλλενγε το εξπρεσσ mαmmαλιαν Π450σ ιν βαχτερια 
βεχαυσε τηερε ισ α ηψδροπηοβιχ Ν−τερmιναλ ταιλ ιν mαmmαλιαν Π450σ, ωηιχη ποσσιβλψ 
ινηιβιτσ εξπρεσσιον. Σεϖεραλ στρατεγιεσ ηαϖε βεεν δεϖελοπεδ φορ τηε εξπρεσσιον οφ 
Π450σ.  
1) Μοδιφιχατιον ιν τηε Ν−τερmινυσ οφ τηε προτειν (Πορτερ ανδ Λαρσον 1991; Βαρνεσ 
1996). Τηε ηιγη λεϖελ εξπρεσσιον οφ φυνχτιοναλ mιχροσοmαλ Π450, Π45017α, ωασ 
οβταινεδ βψ mοδιφψινγ τηε φιρστ σεϖεν χοδονσ οφ χDΝΑ (Βαρνεσ et al. 1991). Τηε 
mοδιφιεδ 5−τερmινυσ οφ χDΝΑ ωασ βελιεϖεδ το φαϖουρ εξπρεσσιον ιν E.coli (Βαρνεσ et 
al. 1991). Τηισ mοδιφιεδ Ν−τερmινυσ  (ΜΑΛΛΛΑςΦ) ωασ ωιδελψ αππλιεδ ιν 
εξπρεσσινγ οτηερ mαmmαλιαν Π450σ ινχλυδινγ 1Α2 (Φισηερ et al. 1992α), 2D6 (Γιλλαm 
et al. 1995), 2Χ10 (Σανδηυ et al. 1993) , 3Α4 (Γιλλαm et al. 1993), 4Α1(Dιερκσ et al. 
1998α) ανδ 4Α5 (Ηοσνψ et al. 1999), ωηιχη χοϖερ ΧΨΠ 1−4 συβφαmιλιεσ. Ιτ σεεmσ τηε 
mοδιφιχατιον οφ τηε ηψδροπηοβιχ ταιλ ατ τηε Ν−τερmινυσ δοεσ νοτ σεριουσλψ αφφεχτ τηε 
αχτιϖιτψ οφ τηε ενζψmε.  
Σοmε σιmιλαρ mετηοδσ αλσο ηαϖε βεεν ρεπορτεδ. Φορ εξαmπλε, ονλψ τηε σεχονδ χοδον 
ωασ χηανγεδ το Αλα (ΓΧΤ), ωηιχη ισ τηουγητ το βε τηε πρεφερρεδ σεχονδ χοδον φορ 
εξπρεσσιον ιν E.coli (Σουχεκ 1999), ορ τηε ωηολε ηψδροπηοβιχ αρεα ωασ ρεmοϖεδ 
(Γυενγεριχη et al. 1996). Τηε ρεπλαχεmεντ οφ τηε ηψδροπηοβιχ ταιλ βψ αν αmπηιπατηιχ 
πεπτιδε αλσο ενηανχεδ τηε εξπρεσσιον λεϖελ οφ Π450 2α−4 (Συεψοσηι et al. 1995).   
2) Φυσιον οφ βαχτεριαλ σιγναλ πεπτιδε. Αλτηουγη τηε σιγναλ πεπτιδε ηασ βεεν υσεδ ιν 
εξπρεσσιον οφ mαmmαλιαν Π450 ρεδυχτασε (Σηεν et al. 1989), υντιλ ρεχεντλψ, τηισ 
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στρατεγψ ωασ νοτ αππλιεδ ιν τηε εξπρεσσιον οφ ΧΨΠσ (Πριτχηαρδ et al. 1997). Τηερε αρε 
σεϖεραλ αδϖανταγεσ το υσινγ α βαχτεριαλ σιγναλ πεπτιδε φυσιον. Φιρστλψ, τηε σιγναλ 
πεπτιδε ισ οφτεν φροm α νατυραλλψ σεχρετεδ προτειν συχη ασ ΟmπΑ (Βανεψξ 1999), 
τηερεφορε τηισ σεθυενχε ισ εασιλψ ρεχογνισεδ ανδ εξπρεσσεδ ιν βαχτερια. Τηε 
mοδιφιχατιον οφ τηε ΧΨΠ ατ τηε Ν−τερmινυσ χαν βε ρεδυχεδ το mινιmυm βψ υσινγ 
σιγναλ πεπτιδε φυσιον, ωηιχη χουλδ βενεφιτ υνδερστανδινγ οφ τηε φυνχτιον οφ νεω 
Π450σ.  Σεχονδλψ, τηε λεαδερ σεθυενχεσ ηελπ το τρανσπορτ ρεχοmβιναντ προτεινσ το τηε 
περιπλασm οφ E.coli, ωηιχη αϖοιδσ προτεολψσισ ιν τηε χψτοπλασm (Σηεν et al. 1989). 
Τηερε αρε οτηερ mετηοδσ τηατ ωερε δεϖελοπεδ το ενηανχε εξπρεσσιον οφ ευκαρψοτιχ 
χψτοχηροmεσ Π450 ιν βαχτερια. Ιτ ωασ ρεπορτεδ τηατ χο−εξπρεσσιον ωιτη χηαπερονε 
ΓροΕΛ χουλδ ηελπ το οβταιν φυνχτιοναλ ΧΨΠ3Α7 (Ινουε et al. 2000). Τηερεφορε, τηε 
εξτρα mολεχυλαρ χηαπερονεσ τηατ ηελπ προτεινσ φολδ χορρεχτλψ, συχη ασ ΓροΕΛ ανδ 
ΓροΕΣ, mαψ βενεφιτ εξπρεσσιον οφ ΧΨΠσ ιν E.coli.    
Σοmε αντιβιοτιχσ, ωηιχη χαν ινδυχε α χολδ σηοχκ ρεσπονσε, ανδ ετηανολ, ωηιχη 
ινδυχεσ τηε ηεατ σηοχκ ρεσπονσε, ωερε φουνδ το ιmπροϖε εξπρεσσιον οφ Π450σ ιν 
E.coli. Τηε αυτηορσ προποσεδ τηατ χολδ σηοχκ προτεινσ ινδυχεδ βψ αντιβιοτιχσ, χουλδ 
ενηανχε τρανσλατιον οφ προτειν; ανδ τηατ ετηανολ χουλδ ινδυχε α σεριεσ οφ χηαπερονεσ 
τηατ ασσιστ τηε φολδινγ οφ προτειν. 
Τηε ινιτιαλ εξπρεσσιον οφ φυνχτιοναλ ΧΨΠ3Α7 (Ινουε et al. 2000) ανδ ηυmαν πλαχενταλ 
ΧΨΠ4Β1 (Ζηενγ et al. 1998) ιν E.coli φαιλεδ, βυτ ωηεν  ρεσιδυεσ, Σερ427 ιν ΧΨΠ4Β1 
ανδ Τηρ485 ιν ΧΨΠ3Α7, ωηιχη αρε νεαρ τηε ηεmε−βινδινγ ρεγιον, ωερε ρεπλαχεδ βψ 
Προ ρεσιδυε, φυνχτιοναλ Π450σ ωερε δετεχτεδ (Ζηενγ et al. 1998; Ινουε et al. 2000). Ιτ 
σεεmσ τηατ τηεσε Προ ρεσιδυεσ χουλδ βε ινϖολϖεδ ιν ηεmε ινχορπορατιον (Ζηενγ et al. 
1998; Ινουε et al. 2000). 
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Ιν ορδερ το εξπρεσσ Π450σ ιν βαχτερια, ονλψ α φεω σπεχιφιχ πλασmιδσ ηαϖε βεεν υσεδ 
ινχλυδινγ πΧWορι+, πΣΠ19γ10Λ (ΓΙΒΧΟ−ΒΡΛ), πΚΚ233−2 (Αmερσηαm Πηαρmαχια 
βιοτεχη) ανδ πΤρχ99Α (Αmερσηαm Πηαρmαχια βιοτεχη)(ϑενκινσ et al. 1998). Ρεχεντλψ, 
ανοτηερ πλασmιδ πΛW01 ωασ χονστρυχτεδ το εξπρεσσ ΧΨΠ2Β4 (Βριδγεσ et al. 1998; 
Σαριβασ et al. 2001).  
Τηε πΧWορι+ πλασmιδ ισ mοστ ωιδελψ υσεδ. Ιτ ωασ οριγιναλλψ δεριϖεδ φροm πλασmιδ 
πΗΣε5 (Μυχηmορε et al. 1989). Τηε φορειγν DΝΑ ισ τιγητλψ χοντρολλεδ βψ τηε τωο 
χοπιεσ οφ α tac προmοτορ (Βαρνεσ 1996). Τηε εξπρεσσιον οφ φορειγν προτειν ισ ινδυχεδ 
βψ ΙΠΤΓ (Βαρνεσ 1996). Τηε πΧWορι+ πλασmιδ χαρριεσ τηε αmπιχιλλιν ρεσιστανχε γενε, 
ωηιχη ηελπσ σελεχτ τηε ρεχοmβιναντ βαχτερια (Βαρνεσ 1996). Ηοωεϖερ, τηισ πλασmιδ ισ 
νοτ χοmmερχιαλλψ αϖαιλαβλε ανδ ασ α ρεσυλτ τηε ωηολε λενγτη σεθυενχε ισ υνκνοων. 
Αλσο ιτ δοεσ νοτ χονταιν mυλτιπλε χλονινγ σιτεσ τηατ χουλδ βε υσεδ ιν συβχλονινγ. 
πΣΠ19γ10Λ, πΚΚ233−2 ανδ πΤρχ−99Α αρε χοmmερχιαλλψ αϖαιλαβλε.  πΣΠ19γ10Λ ηασ α 
lac προmοτορ (Βαρνεσ 1996); πΚΚ233−2 ανδ πΤρχ−99 (πΤρχ99 ισ δεριϖεδ φροm 
πΚΚ233−2) ηαϖε α trc προmοτορ (Πορτερ ανδ Λαρσον 1991). Αλλ οφ τηεm χαρρψ τηε 
αmπιχιλλιν ρεσιστανχε γενε. Συβχλονινγ ΧΨΠ χDΝΑ ιν τηεσε πλασmιδσ ισ ρελατιϖελψ 
χονϖενιεντ βεχαυσε τηερε αρε mυλτιπλε χλονινγ σιτεσ (Πορτερ ανδ Λαρσον 1991; Βαρνεσ 
1996).   
Ιτ ωασ ρεπορτεδ τηατ α στρονγ προmοτερ συχη ασ Τ7 χουλδ χαυσε τηε φορmατιον οφ 
ινχλυσιον βοδιεσ δυρινγ εξπρεσσιον οφ Π450 ιν E.coli (Βαρνεσ 1996). Ηοωεϖερ 
πΛW01, βασεδ ον τηε Τ7 προmοτερ, χουλδ εξπρεσσ φυνχτιοναλ ΧΨΠ2Β4, ωηιχη mιγητ 
βενεφιτ φροm τηε ηιγη χοπψ οριγιν οφ ρεπλιχατιον ιν τηισ πλασmιδ (Βριδγεσ et al. 1998). 
Τηερεφορε, τηε οριγιν οφ πλασmιδ ρεπλιχατιον mαψ αλσο αφφεχτ ηετερολογουσ εξπρεσσιον 
οφ φυνχτιοναλ Π450 ιν E.coli.  
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Μαmmαλιαν χψτοχηροmεσ Π450 ηαϖε βεεν εξπρεσσεδ ιν τηε χοmmον E.coli στραινσ 
συχη ασ ϑΜ105, ϑΜ109, DΗ5α ανδ ΞΛ−1 βλυε (Πορτερ ανδ Λαρσον 1991; Βαρνεσ 1996; 
ϑενκινσ et al. 1998). Μορε ρεχεντλψ, σπεχιαλ ηοστ στραινσ δεριϖεδ φροm ΒΛ21(DΕ3) 
ωερε δεϖελοπεδ το εξπρεσσ mεmβρανε προτειν (Μιρουξ ανδ Wαλκερ 1996). ΧΨΠ2Β4 
ωασ εξπρεσσεδ ιν ονε οφ τηε στραινσ, Χ41(DΕ3), ανδ υπ το 100mγ οφ 2Β4 περ λιτερ ωασ 
οβταινεδ (Σαριβασ et al. 2001). Ηοωεϖερ, τηε χηοιχε οφ πλασmιδ ισ λιmιτεδ βεχαυσε 
τηεσε στραινσ αρε βασεδ ον τηε Τ7 εξπρεσσιον σψστεm.  
Χψτοχηροmε Π450 ωασ αλσο χο−εξπρεσσεδ ωιτη ρεδυχτασε ιν E.coli. Α χουπλε οφ 
σιmιλαρ στρατεγιεσ ωερε δεϖελοπεδ. Τηε χDΝΑ οφ ΧΨΠ ανδ ρεδυχτασε χαρρψ ινδιϖιδυαλ 
προmοτερσ ανδ τερmινατορσ ανδ χουλδ βε λινκεδ ιν τανδεm ιν τηε σαmε πλασmιδ (Ιωατα 
et al. 1998). Αλτερνατιϖελψ, ΧΨΠ ανδ ρεδυχτασε χDΝΑ σηαρεδ τηε σαmε προmοτερ βυτ 
τηερε ωασ α στοπ χοδε αφτερ τηε ΧΨΠ γενε (Dονγ ανδ Πορτερ 1996). Α πλασmιδ 
χονταινινγ χψτοχηροmε Π450 ανδ ρεδυχτασε φυσιον ωασ αλσο χονστρυχτεδ (Φισηερ et al. 
1992β; Φισηερ et al. 1996). Α ΧΨΠ4Α1−ρεδυχτασε φυσιον ωασ εξπρεσσεδ ιν E.coli ανδ 
τηε πυριφιεδ φυσιον προτειν σηοωεδ ηψδροξψλατιον αχτιϖιτψ (Σηετ et al. 1996). 
Π450χ17−ρεδυχτασε εξπρεσσεδ ιν E.coli αλσο σηοωεδ τηε φυλλ φυνχτιον (Σηετ et al. 
1997). 
1.4 Στρυχτυρε ανδ φυνχτιον οφ χψτοχηροmε Π450 
Ινφορmατιον αβουτ χψτοχηροmε Π450 στρυχτυρε ισ εσσεντιαλ φορ υνδερστανδινγ ενζψmε 
φυνχτιον ανδ νεω δρυγ δεσιγν. Τηε διρεχτ ωαψ το ρεϖεαλ τηε στρυχτυρε ισ υσινγ Ξ−ραψ 
χρψσταλλογραπηψ, ηοωεϖερ ευκαρψοτιχ Π450σ, ασ mεmβρανε προτεινσ, αρε ϖερψ διφφιχυλτ 
το χρψσταλλισε δυε το τηειρ ηψδροπηοβιχ mεmβρανε−βουνδ ρεγιον (Αλβερτσ et al. 1994). 
Τηε σολυβλε βαχτεριαλ Π450σ προϖιδε τηε φιρστ στεπ το εξπλορε τηε στρυχτυρε οφ 
χψτοχηροmε Π450. Σεϖεραλ χρψσταλσ οφ σολυβλε βαχτεριαλ Π450σ ηαϖε βεεν οβταινεδ. 
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Τηε χρψσταλ στρυχτυρεσ οφ ΧΨΠ101, ΧΨΠ102, ΧΨΠ108, ΧΨΠ107Α1 ανδ ΧΨΠ 35Α1 
ηαϖε βεεν ελυχιδατεδ (Γραηαm ανδ Πετερσον 1999). Α γρεατ εφφορτ ηασ βεεν mαδε το 
χρψσταλλισε mαmmαλιαν Π450 ανδ ονλψ ρεχεντλψ τηε φιρστ ευκαρψοτιχ Π450 χρψσταλ, 
ΧΨΠ2Χ5, ωασ οβταινεδ βψ ρεmοϖινγ τηε mεmβρανε−σπαννινγ αρεα ιν τηε Ν−τερmινυσ 
(Χοσmε ανδ ϑοηνσον 2000; Wιλλιαmσ et al. 2000β; Wιλλιαmσ et al. 2000α). 
Ατ τηε σαmε τιmε, ηοmολογψ mοδελσ οφ mαmmαλιαν Π450σ ωερε χονστρυχτεδ βασεδ ον 
τηε χρψσταλ στρυχτυρε οφ σιmιλαρ βαχτεριαλ Π450 (Λεωισ 1995; Λεωισ ανδ Λακε 1995; 
Μοδι et al. 1996; Λεωισ ανδ Λακε 1999; Λεωισ et al. 1999; Dαι et al. 2000). 
Ηοωεϖερ, mοστ οφ βαχτεριαλ Π450σ βελονγ το Χλασσ Ι, ανδ ονλψ ονε βαχτεριαλ Π450, 
ΧΨΠ102 (ΧΨΠΒΜ3) φροm Bacillus megaterium, βελονγσ το Χλασσ ΙΙ, ωηιχη ισ τηε 
σαmε ασ mιχροσοmαλ Π450σ (Ραϖιχηανδραν et al. 1993). Τηερεφορε, ΧΨΠ102 ισ αν 
ιδεαλ mοδελ το στυδψ τηε στρυχτυρε οφ mαmmαλιαν Π450σ.  
Απαρτ φροm τηεσε αππροαχηεσ, σιτε−διρεχτεδ mυταγενεσισ ισ αλσο α χοmmον ανδ 
ποωερφυλ mετηοδ οφ δεδυχινγ στρυχτυραλ ινφορmατιον οφ αβουτ mαmmαλιαν Π450σ 
(Dοmανσκι ανδ Ηαλπερτ 2001).  
1.4.1 Τηε στρυχτυρε οφ ΧΨΠ102 
ΧΨΠ102 (ΧΨΠΒΜ3) ισ α νατυραλ φυσιον προτειν, ωηιχη χονταινσ τηε ηεmε δοmαιν ανδ 
φλαϖοπροτειν δοmαιν (Λι ανδ Πουλοσ 1999). Τηε ηεmε δοmαιν ισ σιmιλαρ το 
mιχροσοmαλ χψτοχηροmε Π450 ανδ τηε φλαϖοπροτειν ισ σιmιλαρ το ρεδυχτασε. ΧΨΠΒΜ3 
ηασ φαττψ αχιδ ηψδροξψλατιον χαταλψτιχ αχτιϖιτψ, σιmιλαρ το τηε ΧΨΠ4Α συβφαmιλψ (Λι 
ανδ Πουλοσ 1999).   
Τηε χρψσταλ στρυχτυρεσ οφ τηε ηεmοπροτειν δοmαιν οφ ΧΨΠΒΜ3 ωιτη ανδ ωιτηουτ τηε 
συβστρατε, ωερε πυβλισηεδ (Ραϖιχηανδραν et al. 1993; Λι ανδ Πουλοσ 1997; Ηαινεσ et 
al. 2001; Λι et al. 2001β). Α ηψδροπηοβιχ συβστρατε χηαννελ ηασ βεεν ιδεντιφιεδ ιν 
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ΧΨΠΒΜ3. Ιτ ισ φορmεδ βψ σηεετ 1, σηεετ 4, Β ανδ Φ ηελιχεσ ινχλυδινγ Πηε42, Τψρ51, 
Λευ181, Μετ185, Λευ188, Αλα328, Αλα 330 ανδ Μετ354 ρεσιδυεσ (Ραϖιχηανδραν et al. 
1993). Τηε συβστρατε χηαννελ οπενσ νεαρ τηε συρφαχε, ανδ ενδσ ατ τηε αχτιϖε χεντρε 
ηεmε (Ραϖιχηανδραν et al. 1993). Τηε ενδ οφ χηαννελ ισ ναρροωερ τηαν τηε οπεν 
εντρανχε (Ραϖιχηανδραν et al. 1993). Τηερε ισ α ηψδροπηοβιχ αρεα ατ τηε εντρανχε οφ 
τηε συβστρατε βινδινγ χηαννελ, ωηιχη ισ προποσεδ το ινιτιαλλψ ηελπ δοχκ τηε συβστρατε 
(Ραϖιχηανδραν et al. 1993). Τηε βασιχ ρεσιδυε Ρ47 φλανκσ τηε εντρανχε οφ τηε 
συβστρατε χηαννελ βυτ ωασ ποορλψ δεφινεδ ιν τηε ΧΨΠΒΜ3 χρψσταλ στρυχτυρε 
(Ραϖιχηανδραν et al. 1993). Ιτ ωασ φουνδ τηατ Ψ51 ανδ Φ42 ωερε λοχατεδ ατ τηε mουτη 
οφ τηε συβστρατε χηαννελ (Ραϖιχηανδραν et al. 1993). Τηε χρψσταλ στρυχτυρε οφ 
ΧΨΠΒΜ3 ωιτη παλmιτολειχ αχιδ, τηε συβστρατε οφ ΧΨΠΒΜ3, σηοωεδ τηατ Ψ51 ανδ 
Ρ47 χουλδ φορm ηψδρογεν ανδ ιον παιρσ ωιτη τηε χαρβοξψλατε οφ παλmιτολειχ αχιδ (Λι 
ανδ Πουλοσ 1997).  Τηε ποσιτιον οφ Ψ51 ηασ βεεν προπερλψ δετερmινεδ, βυτ τηε 
ελεχτρον δενσιτψ οφ Ρ47 ηασ νοτ βεεν ωελλ χηαραχτερισεδ (Λι ανδ Πουλοσ 1997). 
Μολεχυλαρ δψναmιχ σιmυλατιονσ οφ ΒΜ3 ηαϖε σηοων στρονγ ελεχτροστατιχ ιντεραχτιον 
βετωεεν παλmιτολειχ αχιδ ανδ τηε ρεγιον νεαρ τηε εντρανχε οφ τηε συβστρατε χηαννελ 
(Χηανγ ανδ Λοεω 1999β). Ψ51, Ρ47 ανδ Σ72 ιν τηισ ρεγιον αρε βελιεϖεδ το βε 
ινϖολϖεδ ιν προτειν−συβστρατε χονταχτ (Χηανγ ανδ Λοεω 1999β). Μορεοϖερ, τηε 
διστανχε βετωεεν Ρ47 ανδ Σ72 ισ 1.26⊕ χλοσερ αφτερ συβστρατε βινδινγ, συγγεστινγ 
τηατ τηισ mοϖεmεντ χουλδ ηελπ Ρ47 ανδ Σ72 το ιντεραχτ ωελλ ωιτη τηε συβστρατε 
(Χηανγ ανδ Λοεω 1999β). Τηερεφορε σεϖεραλ ρεσιδυεσ ιν ΧΨΠΒΜ3, ινχλυδινγ Ρ47, 
Ψ51 ανδ Σ72 χουλδ χοντριβυτε το συβστρατε βινδινγ.   
Φ87 ισ λοχατεδ ατ τηε δισταλ σιδε οφ ηεmε ιν ΧΨΠΒΜ3. Ιν τηε πρεσενχε οφ συβστρατε, 
τηε πηενψλ γρουπ οφ Φ87 mοϖεσ φροm α περπενδιχυλαρ ποσιτιον το βεχοmε παραλλελ 
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ωιτη τηε ηεmε (Λι ανδ Πουλοσ 1997). Τηερεφορε, Φ87 χουλδ βλοχκ τηε συβστρατε αχχεσσ 
το τηε ηεmε, εξπλαινινγ ωηψ ΧΨΠΒΜ3 φαιλεδ το ηψδροξψλατε ω−τερmιναλ mετηψλ 
γρουπσ οφ φαττψ αχιδσ (Λι ανδ Πουλοσ 1997).  
Τηε χονφορmατιοναλ χηανγε ωασ οβσερϖεδ ιν τηε χρψσταλ στρυχτυρε οφ ΧΨΠΒΜ3 ωιτη 
παλmιτολειχ αχιδ ανδ παλmιτοψλγλψχινε (Λι ανδ Πουλοσ 1997; Ηαινεσ et al. 2001). Τηε 
αξιαλ ωατερ mολεχυλε, σερϖινγ ασ τηε σιξτη λιγανδ οφ ηεmε−ιρον, σηιφτσ το τηε σιδε οφ 
τηε ιρον ανδ φορmσ ηψδρογεν βονδσ ωιτη Αλα264 ανδ Τηρ268 (Ηαινεσ et al. 2001). 
Τηισ mοϖεmεντ χρεατεσ τηε σπαχε φορ φυρτηερ οξψγεν βινδινγ, ωηιχη ισ ιmπορταντ φορ 
λατερ χαταλψτιχ ρεαχτιον. 
Σιτε−διρεχτεδ mυταγενεσισ ωασ αλσο υσεδ το ιδεντιφψ σοmε κεψ ρεσιδυεσ, ωηιχη ωερε 
ρελατεδ το συβστρατε βινδινγ ανδ στερεο ανδ ρεγιο−σελεχτιϖιτψ οφ προδυχτσ. Τηε ρολε οφ 
Ρ47 ανδ Ψ51 ηασ βεεν εξτενσιϖελψ στυδιεδ. Φορ εξαmπλεσ, αν Ρ47Ε mυταντ φαιλεδ το 
mεταβολισε αραχηιδονιχ αχιδ (ΑΑ), ωιτη νο διφφερενχε σπεχτρυm ινδυχεδ βψ 
αραχηιδονατε (Γραηαm−Λορενχε et al. 1997). Ανοτηερ γρουπ ρεπορτεδ τηατ τηε Ρ47Ε 
mυταντ χηανγεδ συβστρατε σπεχιφιχιτψ φροm Χ12−Χ16 φαττψ αχιδσ το χορρεσπονδινγ 
τριmετηψλαmmονιυm χοmπουνδσ (Ολιϖερ et al. 1997). Ιτ ηασ αλσο βεεν σηοων τηατ α 
Ρ47Α mυταντ δεχρεασεσ τηε αφφινιτψ φορ ΑΑ ανδ παλmιτολειχ αχιδ (ΠΑ) ανδ τηε αχτιϖιτψ 
οφ ΑΑ ανδ ΠΑ ηψδροξψλατιον αλσο δεχρεασεσ (Χοωαρτ et al. 2001). Α Ψ51Φ mυταντ 
σηοωεδ α σιmιλαρ κχατ/Κm ϖαλυε φορ λαυρατε το τηε ωιλδ τψπε βυτ ιτ ωασ φουρ τιmεσ 
σmαλλερ τηαν ωιλδ τψπε φορ ΑΑ (Νοβλε et al. 1999). Τηε Ψ51Α mυταντ ηασ αλσο σηοων 
ασ ινχρεασεδ σπεχτραλ δισσοχιατιον χονσταντ (Κσ) φορ βινδινγ ΑΑ ανδ ΠΑ, ανδ α 
δεχρεασεδ τυρνοϖερ φορ οξιδατιον οφ ΑΑ ανδ ΠΑ (Χοωαρτ et al. 2001). Φυρτηερmορε, α 
Ρ47Α/Ψ51Α δουβλε mυταντ ηασ σηοων αν εϖεν λοωερ συβστρατε αφφινιτψ τηαν α σινγλε 
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mυταντ (Χοωαρτ et al. 2001). Τηερεφορε, τηε ρολε οφ Ρ47 ανδ Ψ51 ιν συβστρατε βινδινγ 
ωασ συππορτεδ βψ σιτε−διρεχτεδ mυτανγενεσισ. 
Φ87Γ ανδ Φ87Ψ mυταντσ ηαδ ηιγηερ Κm ανδ λοωερ κχατ φορ φαττψ αχιδ τηαν ωιλδ τψπε 
ΧΨΠΒΜ3 (Νοβλε et al. 1999). Τηε Φ87ς mυταντ σηοωεδ α λοω ρατε οφ mεταβολισινγ 
ΑΑ ανδ ΠΑ (Γραηαm−Λορενχε et al. 1997). Μορε ιντερεστινγλψ, τηε Φ87Α mυταντ ηασ 
σηοων ω−ηψδροξψλατιον αχτιϖιτψ φορ λαυρατε ανδ mψριστατε ωηιχη ισ νοτ οβσερϖεδ ιν 
ωιλδ τψπε ΧΨΠΒΜ3 (Χοωαρτ et al. 2001). Φ87 mυταντσ ηαϖε αλσο βεεν σηοων το 
αφφεχτ τηε στερεοσελεχτιϖιτψ οφ προπψλβενζενε ανδ 3−χηλοροστψρενε οξιδατιον (Λι et al. 
2001α). Τηερεφορε, Φ87 ηασ βεεν προποσεδ ασ α κεψ ρεσιδυε τηατ κεπτ τηε στερο ανδ 
ρεγιο−σελεχτιϖιτψ οφ προδυχτσ. 
Αν Φ42Α mυταντ σηοωεδ α 9−φολδ δεχρεασε οφ κχατ/Κm ϖαλυε, χοmπαρεδ ωιτη τηε ωιλδ 
τψπε, ανδ ιτ ηασ βεεν προποσεδ τηατ Φ42 ηελπσ το κεεπ τηε ηψδροπηοβιχ ενϖιρονmεντ 
ανδ ιmπροϖε τηε ελεχτροστατιχ χονταχτ βετωεεν συβστρατε ανδ ενζψmε (Νοβλε et al. 
1999). Π25 ηασ βεεν ιδεντιφιεδ το χοντριβυτε το τηε ινιτιαλ δοχκινγ οφ συβστρατεσ βψ 
ρανδοm mυταγενεσισ βεχαυσε ιν πρεϖιουσ ωορκ α Π25Θ mυταντ εξηιβιτεδ 
αππροξιmατελψ 100−φολδ ωεακερ αφφινιτψ φορ παλmιτατε τηαν τηε ωιλδ τψπε (Μαϖεσ et al. 
1997).    
Μυταγενεσισ οφ Τ268 ηασ χονφιρmεδ τηατ τηε ρολε οφ Τ268 ισ κεεπινγ τηε συβστρατε ιν 
ιτσ προπερ ποσιτιον ιν τηε ενζψmε (Τρυαν ανδ Πετερσον 1998).  
Ρεχεντλψ, τηε ρολε οφ χονσερϖεδ πηενψλαλανινε 393 ωασ ελυχιδατεδ βψ σιτε−διρεχτεδ 
mυταγενεσισ (Οστ et al. 2001α; Οστ et al. 2001β). Τηισ ρεσιδυε ισ ινϖολϖεδ ιν 
τρανσφερρινγ ελεχτρονσ φροm τηε ρεδοξ παρτνερ το οξψγεν ιν ΧΨΠΒΜ3. 
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1.4.2  Στρυχτυρε−φυνχτιον ρελατιονσηιπσ οφ ΧΨΠ4 φαmιλψ 
Οωινγ το τηε προγρεσσ ιν υνδερστανδινγ τηε στρυχτυρε οφ βαχτεριαλ χψτοχηροmεσ Π450, 
τηε στρυχτυρε−φυνχτιον ρελατιονσηιπσ οφ mαmmαλιαν Π450σ ηασ βεεν γραδυαλλψ ρεϖεαλεδ. 
Χοmπαρεδ ωιτη σοmε δρυγ mεταβολισινγ Π450σ συχη ασ ΧΨΠ2D6 ανδ ΧΨΠ3Α4, τηε 
συβστρατε σπεχιφιχιτψ οφ ΧΨΠ4Α προτεινσ ισ θυιτε ρεστριχτεδ. Τηερεφορε, ΧΨΠ4Α mυστ 
ηαϖε α mορε ρεστριχτεδ συβστρατε χηαννελ.  
Λαυριχ αχιδ ανδ ιτσ αναλογσ ηαϖε βεεν ινϖεστιγατεδ φορ ελυχιδατιον οφ τηε ΧΨΠ4Α1 
συβστρατε χηαραχτεριστιχσ (Αλτερmαν et al. 1995; Βαmβαλ ανδ Ηανζλικ 1996β; Βαmβαλ 
ανδ Ηανζλικ 1996α). Λαυριχ αχιδ (Φιγυρε 1−2), τηε συβστρατε οφ ΧΨΠ4Α1, ηασ αν 
οπτιmαλ χηαιν λενγτη; σηορτερ ορ λονγερ χηαιν λενγτη οφ ν−αλκανοιχ αχιδσ ρεσυλτεδ ιν 
δεχρεασεδ τυρνοϖερ νυmβερσ ωιτη ΧΨΠ4Α1 (Αλτερmαν et al. 1995). Τηερεφορε, τηε 
συβστρατε χηαννελ οφ ΧΨΠ4Α1 ωασ προποσεδ το βε αππροξιmατελψ 12−χαρβον χηαιν 
(14⊕) λονγ (Αλτερmαν et al. 1995). Ηοωεϖερ, ΧΨΠ4Α1 διδ νοτ υσε δοδεχανε ασ τηε 
συβστρατε (Αλτερmαν et al. 1995). 
Ιντερεστινγλψ, ΧΨΠ4Α1 ηασ αλσο βεεν φουνδ το ηψδροξψλατε mετηψλ λαυρατε ανδ λαυρψλ 
αλχοηολ (Φιγυρε 1−2), ωηιχη δο νοτ χονταιν τηε χαρβοξψλ γρουπ, αλτηουγη τηε 
εφφιχιενχιεσ ωερε α λοτ λοωερ τηαν φορ mεταβολισm οφ λαυριχ αχιδ (Αλτερmαν et al. 
1995). Τιτρατιον οφ τηεσε χοmπουνδσ ωιτη ΧΨΠ4Α1 ινδυχεδ α Τψπε Ι διφφερενχε 
σπεχτρα (Αλτερmαν et al. 1995). Τηεσε ρεσυλτσ συγγεστεδ τηατ τηε χαρβοξψλ γρουπ mαψ 
νοτ βε νεχεσσαρψ φορ συβστρατε ρεχογνιτιον ιν ΧΨΠ4Α1, ανδ ΧΨΠ4Α1 mιγητ υσε α 
πολαρ γρουπ ρεχογνιτιον σιτεσ το βινδ τηε συβστρατε (Αλτερmαν et al. 1995). Ηοωεϖερ, 
ανοτηερ αναλογυε, λαυραmιδε, ωασ νοτ α συβστρατε φορ ΧΨΠ4Α1, ανδ διδ νοτ ειτηερ 
ινδυχε α χηανγε ιν διφφερενχε σπεχτρυm ορ ινηιβιτ τηε αχτιϖιτψ οφ ΧΨΠ4Α1 (Αλτερmαν 
et al. 1995).  
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Φιγυρε 1−2. Στρυχτυρεσ οφ λαυριχ αχιδ ανδ ιτσ αναλογοσ. 
Τηε ποσιτιονσ οφ ω ανδ ω−1 ηψδροξψλατιον ιν λαυριχ αχιδ, λαυρψλ αλχοηολ ανδ mετηψλ λαυρατε αρε ποιντεδ 
βψ τηε αρροωσ. 
  
ΧΨΠ4Α1 χουλδ υσε αναλογσ οφ λαυριχ αχιδ, ωηιχη ηαϖε τηε βυλκψ ορ βρανχη γρουπ ατ 
ω−1 ποσιτιον, ασ συβστρατεσ (Αλτερmαν et al. 1995; Βαmβαλ ανδ Ηανζλικ 1996β). Τηισ 
συγγεστεδ τηατ τηε αχτιϖιτψ σιτε οφ ΧΨΠ4Α1 ισ ρελατιϖελψ οπεν ανδ φλεξιβλε (Βαmβαλ 
ανδ Ηανζλικ 1996β). Τηε υνσατυρατεδ αναλογσ οφ λαυριχ αχιδ συχη ασ 11−δοδεχενοιχ 
αχιδ ανδ 11−δοδεχψνοιχ αχιδ ηαϖε αλσο βεεν σηοων το βε γοοδ συβστρατεσ φορ 
ΧΨΠ4Α1 (Βαmβαλ ανδ Ηανζλικ 1996β). ω−Ιmιδαζολψλ−δεχανοιχ αχιδ, α στρονγ 
ινηιβιτορ οφ λαυριχ αχιδ οξιδατιον, ινδυχεδ τηε Τψπε ΙΙ συβστρατε βινδινγ σπεχτρυm, 
τηερεφορε συγγεστινγ τηατ τηε ιmιδαζολε νιτρογεν χοορδινατεσ ωιτη τηε ηεmε ιρον 
(Αλτερmαν et al. 1995; Βαmβαλ ανδ Ηανζλικ 1996α).    
Τηρεε γρουπσ ηαϖε βυιλτ ΧΨΠ4Α mοδελσ βασεδ ον αλιγνmεντσ ωιτη ΧΨΠ102: α 3−D 
mοδελ οφ ΧΨΠ4Α11 εσταβλισηεδ βψ υσινγ χοmπυτερ τεχηνολογψ (Χηανγ ανδ Λοεω 
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1999α); τηε ηοmολογψ mοδελ οφ ΧΨΠ4Α1 βυιλτ βψ α χοmπυτερ προγραm (υνπυβλισηεδ, 
Χ. Α. λαυγητον); ανδ στρυχτυρεσ οφ ΧΨΠ4Α1, ΧΨΠ4Α4 ανδ ΧΨΠ4Α11 δεδυχεδ βψ 
υσινγ σεθυενχε αλιγνmεντ βετωεεν ΧΨΠ102 ανδ ΧΨΠ4Ασ (Λεωισ ανδ Λακε 1999). 
Σεϖεραλ σιτε−διρεχτεδ mυταντσ ιν τηε 4Α συβφαmιλψ ηαϖε αλσο βεεν ρεπορτεδ. Α Λ131Φ 
mυταντ οφ ΧΨΠ4Α11 ηασ βεεν σηοων το χηανγε τηε ρεγιοσελεχτιϖιτψ οφ συβστρατε 
ηψδροξψλατιον (Dιερκσ et al. 1998β). Ιν ΧΨΠ4Α1, D323Ε ανδ Ε320Α αφφεχτεδ τηε 
ηψδροξψλατιον ρεγιοσπεχιφιχιτψ (Dιερκσ et al. 1998α). Ιν ΧΨΠ4Α3, τηε ινσερτ οφ 
Σερ114−Γλψ−Ιλε116 χοντρολλεδ τηε ρεγιοσπεχιφιχιτψ οφ ω−ηψδροξψλατιον ανδ τηε Κ92Α 
mυταντ οφ ΧΨΠ4Α3 χοmπλετελψ λοστ τηε αβιλιτψ το βινδ φαττψ αχιδσ (Ηοχη et al. 2000β). 
Ιν ΧΨΠ4Α7, ρεσιδυεσ ιν πυτατιϖε συβστρατε ρεχογνιτιον σιτεσ (ΣΡΣ) ωερε εξαmινεδ 
(Λουγηραν et al. 2000). Ρ90W ανδ W93Σ mυταντσ δεχρεασεδ τηε αχτιϖιτψ φορ λαυρατε 
ανδ ΑΑ οξιδατιον. Η206Ψ ανδ Σ255Φ ινχρεασεδ τηε αχτιϖιτψ φορ τηε σαmε συβστρατεσ 
(Λουγηραν et al. 2000). Α Η206Ψ mυταντ αλσο σηοωεδ τηε ηιγηερ ρατε ρεαχτιον ωιτη 
ΧΠΡ τηαν ωιλδ τψπε (Λουγηραν et al. 2000).  
Ρεχεντλψ, τηε προστηετιχ ηεmε ιν τηε ΧΨΠ4 φαmιλψ ηασ βεεν φουνδ το βε χοϖαλεντλψ 
βουνδ το τηε ενζψmε (Ηεννε et al. 2001; Ηοχη ανδ Ορτιζ Dε Μοντελλανο 2001), ανδ 
ρεσιδυε Ε318 ιν ΧΨΠ4Α3 ηασ βεεν ιδεντιφιεδ το φορm αν εστερ βονδ ωιτη ηεmε (Ηοχη 
ανδ Ορτιζ Dε Μοντελλανο 2001). 
1.4.3 Ιντεραχτιον βετωεεν χψτοχηροmεσ Π450 ανδ ρεδοξ παρτνερσ 
Τηε ιντεραχτιον βετωεεν Π450 ανδ ρεδοξ παρτνερσ ηασ βεεν εξτενσιϖελψ στυδιεδ 
(Σχηενκmαν ανδ ϑανσσον 1999). Εαρλιερ στυδιεσ οφ ιντεραχτιονσ βετωεεν χψτοχηροmε χ 
ανδ χψτοχηροmε β5 ρεϖεαλεδ τηατ τηε τηεσε τωο προτεινσ χουλδ φορm α τιγητ χοmπλεξ 
βψ ελεχτροστατιχ φορχε (Μαυκ et al. 1995). Σεϖεραλ αχιδιχ ρεσιδυεσ ιν χψτοχηροmε β5 
ωερε χρυχιαλ φορ τηε φορmατιον οφ τηε β5−χψτοχηροmε χ χοmπλεξ (Wυ et al. 2001). Τηε 
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χαρβοξψλ γρουπσ ιν χψτοχηροmε β5 ωασ αλσο ιmπορταντ το κεεπ τηε ιντεραχτιον ωιτη ρατ 
ανδ ραββιτ λιϖερ mιχροσοmαλ Π450σ (Ταmβυρινι et al. 1985). Α χοmπυτερ mοδελ οφ 
χψτοχηροmε β5 ανδ ΧΨΠ101 σηοωεδ ποσσιβλε ελεχτροστατιχ χονταχτσ βετωεεν 
χψτοχηροmε β5 ανδ βασιχ ρεσιδυεσ ιν Π450 (Σταψτον et al. 1989). Τηερεφορε, τηε 
ποσιτιϖε χηαργεδ συρφαχε οφ χψτοχηροmε Π450 mιγητ βε ρεσπονσιβλε φορ δοχκινγ 
χψτοχηροmε β5.  
Σιτε−διρεχτεδ mυταγενεσισ ηασ βεεν υσεδ το εξαmινε τηε φυνχτιον οφ βασιχ ρεσιδυεσ ον 
τηε συρφαχε οφ mαmmαλιαν Π450σ. Ιν ΧΨΠ2Β4, βασιχ ηιστιδινε ρεσιδυεσ ωερε χριτιχαλ 
φορ ελεχτρον τρανσφερ φροm ΧΠΡ ανδ β5 (Ηλαϖιχα et al. 1996). Α σεριεσ οφ mυταντσ 
λοχατεδ ον τηε προξιmαλ ανδ δισταλ συρφαχε οφ ΧΨΠ2Β4 ηαϖε βεεν χονστρυχτεδ το 
εξαmινε τηε ρολε οφ β5 βινδινγ (Βριδγεσ et al. 1998). Σεϖεν βασιχ ρεσιδυεσ ανδ τωο 
ηψδροπηοβιχ ρεσιδυεσ ατ τηε προξιmαλ συρφαχε ωερε ιδεντιφιεδ ασ τηε χρυχιαλ ρεσιδυεσ 
ιν ρεδοξ παρτνερ βινδινγ (Βριδγεσ et al. 1998). Φουρ οτηερ ποσιτιϖελψ χηαργεδ ρεσιδυεσ 
ον τηε συρφαχε οφ ΧΨΠ2Β4 ωερε αλσο ιmπορταντ φορ ιντεραχτιον ωιτη ΧΠΡ (Λεηνερερ et 
al. 2000). Ιν ΧΨΠ2Β1, τηε σψντηετιχ mιmιχ πεπτιδε, ωηιχη χορρεσπονδσ το ρεσιδυεσ 
116−134, χουλδ ινηιβιτ τηε ρεδυχτασε δεριϖεδ αχτιϖιτψ ανδ β5 βινδινγ, ανδ τωο βασιχ 
ρεσιδυεσ Λψσ−122 ανδ Αργ−125 ιν τηισ ρεγιον ωερε ιδεντιφιεδ ασ τηε χρυχιαλ ρεσιδυεσ το 
κεεπ ιντεραχτιον βετωεεν ΧΨΠ2Β1 ανδ ρεδοξ παρτνερσ (Οmατα et al. 1994; Οmατα et 
al. 2000). Τωο λψσινε ρεσιδυεσ ιν ΧΨΠ1Α1 ωερε φουνδ το χοντρολ ελεχτρον τρανσπορτ 
φροm ΧΠΡ (Χϖρκ ανδ Στροβελ 2001). Τηερεφορε, τηε στυδψ οφ mαmmαλιαν Π450 βψ σιτε−
διρεχτεδ mυταγενεσισ χονφιρmεδ τηατ τηε βασιχ ρεσιδυεσ λοχατεδ ον τηε συρφαχε ωερε 
φορ βινδινγ ρεδοξ παρτνερσ.  
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1.5 Αιmσ οφ τηε τηεσισ 
Ιτ ισ κνοων τηατ ΧΨΠ4Α1 ισ ινϖολϖεδ ιν ϖαριουσ ανδ εσσεντιαλ πηψσιολογιχαλ αχτιϖιτιεσ 
ασ δεσχριβεδ ιν σεχτιον 2.1. Μορεοϖερ, ΧΨΠ4Α1 προϖιδεσ αν ιδεαλ mοδελ το στυδψ 
σιmιλαρ ΧΨΠ φορmσ ιν ηυmαν, ωηιχη χουλδ ηελπ υσ το φινδ νεω mεδιχινεσ φορ σοmε 
σεριουσ δισεασεσ συχη ασ ηψπερτενσιον. Ηοωεϖερ, στρυχτυρε−φυνχτιον ρελατιονσηιπ οφ 
ΧΨΠ4Α1 ισ ποορλψ υνδερστοοδ.  
Τηερεφορε, τηε αιmσ οφ τηε φιρστ παρτ οφ τηισ προϕεχτ ωερε: 
1) Το εσταβλιση τηε βαχτεριαλ εξπρεσσιον σψστεm το εξπρεσσ ρεχοmβιναντ ΧΨΠ4Α1, ανδ 
οβταιν ενουγη πυρε ανδ φυνχτιοναλ ΧΨΠ4Α1 φορ στρυχτυρε−φυνχτιον στυδιεσ. 
2) Το προϖιδε ενουγη φυνχτιοναλ ρεδοξ παρτνερσ οφ ΧΨΠ4Α1 ινχλυδινγ χψτοχηροmε 
Π450 ρεδυχτασε ανδ χψτοχηροmε β5 φορ ρεχονστιτυτινγ ΧΨΠ4Α1 αχτιϖιτψ in vitro.  
3) Το ιδεντιφψ κεψ ρεσιδυεσ ιν ΧΨΠ4Α1 ωηιχη ρεσπονδ το  συβστρατε βινδινγ. 
4) Το ελυχιδατε τηε φυνχτιον οφ τηε χονσερϖεδ Χ−ηελιξ ρεγιον ιν ΧΨΠ4Α1.   
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2 Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ 
2.1 Ματεριαλσ 
Αλλ χηεmιχαλσ ωερε ατ Α.Ρ. γραδε πυριτψ ορ γρεατερ.  
Αmmονιυm αχετατε, βοϖινε σερυm αλβυmιν, ισοαmψλαλχοηολ, πηοσπηοριχ αχιδ , 
ΤΕΜΕD, τετραχψχλινε, ΣDΣ, Τωεεν 20, ξψλενε χψανολ ΦΦ, ετηιδιυm βροmιδε, Σερϖα 
βλυε Γ, διτηιοτηρειτολ (DΤΤ), διmετηψλσυλφοξιδε (DΜΣΟ), β−mερχαπτοετηανολ, 
πηενψλmετηψλσυλφονψλ φλυριδε (ΠΜΣΦ), απροτινιν, αmπιχιλλιν (Αmπ), χηλοραmπηενιχολ 
(Χηλ), ιmιδαζολε, ΝαΧλ, δ−αmινολεϖυλινιχ αχιδ, χηολιχ αχιδ (σοδιυm), λαυριχ αχιδ, 
δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε ανδ ΦεΧλ3•6Η2Ο, ΖνΧλ2•4Η2Ο, ΧοΧλ2•6Η20, 
Να2ΜοΟ4•2Η2Ο, ΧαΧλ2•2Η2Ο ανδ ΧυΧλ2 ωερε αλλ οβταινεδ φροm Σιγmα Χηεmιχαλ Χο.  
Πηενολ, ΜγΧλ2, ποτασσιυm αχετατε ωασ φροm Φισηερ Σχιεντιφιχ Εθυιπmεντ.  
Κ2ΗΠΟ4, ΝαΧλ, ΝαΟΗ, ΝιΣΟ4, βοριχ αχιδ, ΧαΧλ2, mετηανολ, γλαχιαλ αχετιχ αχιδ ανδ 
χηλοροφορm ωερε φροm Φισηερ Σχιεντιφιχ ΥΚ Λιmιτεδ. 
Τρψπτονε ανδ Ψεαστ Εξτραχτ ωερε φροm Dιφχο Λαβορατοριεσ. 
Γλψχερολ ωασ φροm Χουρτιν & Wαρνερ.  
ΚΗ2ΠΟ4, ΚΧλ, γλψχινε, ΕDΤΑ, γλυχοσε, βροmπηενολ Βλυε, ετηανολ ανδ αmmονιυm 
συλπηατε ωερε φροm ΒDΗ.  
Αγαροσε ωασ φροm Βοεηρινγερ Μαννηειm.  
Σοδιυm διτηιονιτε ωασ πυρχηασεδ φροm Κοδακ. 
3−[(3−χηολαmιδοπρπψλ) διmετηψλαmmονιο]−1−προπανεσυλφονατε (Χηαπσ) ωασ οβταινεδ 
φροm Μελφορδ Λαβορατοριεσ (Υ.Κ.).  
Εmυλγεν 913 ωασ α γιφτ φροm Καο Χηεmιχαλσ. 
Βριλλιαντ βλυε Γ ωασ φροm Αλδριχη.  
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Μαρϖελ ωασ φροm Πρεmιερ Βρανδ ΥΚ Λτδ. 
Αmmονιυm περσυλπηατε, αmπιχιλλιν, ηψδροχηλοριδε αχιδ, χοοmασσιε βριλλιαντ βλυε Ρ−
250 ωερε αλλ οβταινεδ φροm ΙΧΝ Φλοω.  
Τρισ−βασε ωασ φροm Γιβχο−ΒΡΛ.  
Τηε Ιmmυν−Βλοτ ασσαψ κιτ ανδ γοατ Αντι−ραββιτ ΙγΓ (Η+Λ) χονϕυγατεδ το ηορσεραδιση 
περοξιδασε ωερε οβταινεδ φροm Βιο−Ραδ.  
30% αχρψλαmιδε/βισαρψλαmιδε ωασ φροm Σεϖερν Βιοτεχη Λτδ. 
Ξ−ραψ φιλm ωασ mανυφαχτυρεδ βψ Φυϕι ανδ οβταινεδ φροm Αmερσηαm. Ξ−ραψ φιλm 
δεϖελοπερ ανδ φιξερ ωερε οβταινεδ φροm Ιλφορδ. 
ΠςDΦ mεmβρανε ωασ φροm Πηαmαχια.  
1Κβ πλυσ DΝΑ λαδδερ ωερε οβταινεδ φροm Γιβχο−ΒΡΛ.   
ΣDΣ−7, 6Η ανδ 7Β προτειν mαρκερ ωερε φορm Σιγmα. 
Ηυmαν Μαmmαρψ Γλανδ Μαρατηον Ρεαδψ χDΝΑ ωασ φροm Χλοντεχη. 
ΓενεΕδιτορΤΜ in vitro Σιτε−Dιρεχτεδ Μυταγενεσισ σψστεm ωασ φροm Προmεγα 
3ΜΜ παπερ ανδ ςεχταΣπιν 3ΤΜ (30κ ΜWΧΟ) χεντριφυγε τυβε φιλτερ ωερε οβταινεδ 
φροm Wηατmαν.  
Ολιγονυχλεοτιδεσ ωερε σψντηεσισεδ βψ ϑοην Κεψτε οφ τηε Βιοπολψmερ Σψντηεσισ ανδ 
Αναλψσισ Υνιτ, Σχηοολ οφ Βιοmεδιχαλ Σχιενχεσ, Υνιϖερσιτψ οφ Νοττινγηαm.  
Υλτρα ηιγη πυριτψ (ΥΗΠ) γραδε ωατερ (> 13 Μοηmσ/χm3) ωασ προδυχεδ υσινγ α Πυριτε 
Σελεχτ Βιο σψστεm. 
ΠD−10 χολυmν ωασ φροm Αmερσηαm πηαρmαχια βιοτεχη 
ΗισΒινδ ανδ Νι−ΝΤΑ ΗισΒινδ ρεσιν ωερε φροm Νοϖαγεν. 
ΧΕ9500 δουβλε βεαm σπεχτροπηοτοmετερ ωασ πυρχηασεδ φροm ΧΕΧΙΛ ινστρυmεντ Λτδ.  
Ενζψmε: 
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Nde I, Xba I, Nhe I, EcoN I, EcoR V, EcoR I, Bgl II, Afl III, BamH I, Nco I, SgrA I 
ανδ Sac I ωερε φροm Νεω Ενγλανδ Βιολαβσ.  
BstX I  ωασ πυρχηασεδ φροm Προmεγα.   
Hind III ωασ φροm Βοεηρινγερ Μαννηειm. 
Σηριmπ αλκαλινε πηοσπηατασε ωασ φροm ΥΣΒ Χορπορατιον. 
Τ4 λιγασε ανδ βυφφερ ωερε φροm Νεω Ενγλανδ Βιολαβσ. 
Pfu ωασ φροm Προmεγα. 
Εξτενσορ Ηι−Φιδελιτψ ΠΧΡ Μαστερ Μιξ ανδ 1.1× ΡεδδψΜιξ ΠΧΡ Μαστερ Μιξ (1.5mΜ 
ΜγΧλ2) ωερε φροm ΑΒγενε.  
Λψσοζψmε ωασ φροm Σιγmα . 
Στραινσ ανδ πλασmιδσ: 
ΒΛ21(DΕ3)πΛψσΣ ανδ ΗΜΣ174(DΕ3)πΛψσΣ ωερε φροm Νοϖαγεν. 
Χ41(DΕ3) ωασ γιφτ φροm ϑοην Ε.Wαλκερ (Μιρουξ et al., 1996).  
ΣΧΣ110, ΞΛ−1 βλυε ανδ ϑΜ109 ωερε φροm Στραταγενε. 
Πλασmιδ πΡΣΕΤ ωασ φροm Ινϖιτρογεν.  
Πλασmιδσ πΓΕΜ−Τ, πΓΕΜΤ−Εασψ ανδ πΓΕΜΤ−11 ωερε φροm Προmεγα. 
Τηε πλασmιδ πΓΕΜ 11 χονταινινγ ΧΨΠ4Α1 χDΝΑ ωασ α γιφτ φροm Dρ. Dαϖιδ Ρ. Βελλ. 
Τηε πλασmιδ πΧWορι+ χονταινινγ Ν−τερmιναλλψ mοδιφιεδ 4Α1 ωιτη σιξ ηιστιδινε ταγ ατ 
Χ−τερmινυσ ωασ α κινδ γιφτ φροm Προφ. Παυλ Ρ. Ορτιζ δε Μοντελλανο (Dιερκσ et al. 
1998α).  
Τηε πλασmιδ πΡΣΕΤ−β χονταινινγ ηυmαν χψτοχηροmε β5 σενσε ανδ αντι−σενσε χDΝΑ 
ωασ α γιφτ φροm Dρ. Dαϖιδ Ρ. Βελλ.   
Τηε πλασmιδ πΒ55 χονταινινγ ηυmαν χψτοχηροmε Π450 ρεδυχτασε χDΝΑ ωασ α γιφτ 
φορ Dρ Μαρκ. ϑ. Παινε (Υνιϖερσιτψ οφ Dυνδεε). 
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2.2 Γενεραλ Μετηοδσ 
2.2.1 Βαχτεριαλ χυλτυρε 
E. coli στραινσ ωερε στρεακεδ ον ΛΒ−αγαρ πλατεσ χονταινινγ αππροπριατε σελεχτιϖε 
αντιβιοτιχσ τηεν ινχυβατεδ οϖερνιγητ ατ 37°Χ. Α σινγλε χολονψ ωασ πιχκεδ φροm τηε 
φρεσηλψ πρεπαρεδ πλατε ανδ ινοχυλατεδ ιν 5mλ οφ ΛΒ βροτη (10γ Βαχτο−Τρψπτονε, 5γ 
Βαχτο−ψεαστ εξτραχτ ανδ 10γ ΝαΧλ ιν 1 λιτρε οφ ωατερ) χονταινινγ τηε αππροπριατε 
σελεχτιϖε αντιβιοτιχσ. Τηε ινοχυλυm ωασ ινχυβατεδ ατ 37°Χ οϖερνιγητ βψ σηακινγ ατ 
220 ρπm. Τηε σατυρατεδ χυλτυρε ωασ υσεδ φορ φυρτηερ λαργε−σχαλε χυλτυρε. Αλτερνατιϖελψ, 
τηε ινοχυλυm ωασ ινχυβατεδ ατ 37°Χ υντιλ τηε ΟD600 ωασ 0.5−1.0, τηεν 1mλ οφ τηε 
χυλτυρε ωασ τρανσφερρεδ ιντο αν εππενδορφ ανδ mιξεδ ωιτη 150µλ οφ γλψχερολ. Τηε 
γλψχερολ στοχκ ωασ στορεδ ατ −80°Χ.   
2.2.2 Πηενολ: χηλοροφορm: ισοαmψλ αλχοηολ (25:24:1) εξτραχτιον οφ DΝΑ 
Πηενολ:χηλοροφορm:ισοαmψλ αλχοηολ (25:24:1) ωασ υσεδ ιν ορδερ το ρεmοϖε προτειν 
χονταmινατιον φροm DΝΑ σολυτιον. Πηενολ:χηλοροφορm:ισοαmψλ αλχοηολ (25:24:1)  
σολυτιον ωασ αδδεδ το τηε σαmε ϖολυmε οφ νυχλειχ αχιδ σαmπλε ανδ τηε mιξτυρε ωασ 
ϖορτεξεδ τηορουγηλψ. Τηε οργανιχ ανδ αθυεουσ πηασεσ ωερε σεπαρατεδ βψ 
χεντριφυγατιον ατ 14,000γ φορ φιϖε mινυτεσ. Τηε αθυεουσ πηασε, ωηιχη χονταινσ DΝΑ, 
ωασ ρεmοϖεδ το τηε χλεαν εππενδορφ.  
2.2.3 Ετηανολ πρεχιπιτατιον οφ νυχλειχ αχιδσ 
Ετηανολ πρεχιπιτατιον ωασ υτιλισεδ το ρεχοϖερ DΝΑ φροm σολυτιον. Τωο ϖολυmεσ οφ 
100% ετηανολ ωερε αδδεδ το τηε DΝΑ σολυτιον χονταινινγ 0.3Μ σοδιυm αχετατε, πΗ 
5.2 ορ 2.0−2.5Μ αmmονιυm αχετατε. Τηε σολυτιον ωασ mιξεδ ανδ ινχυβατεδ ον ιχε φορ 
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15−30 mινυτεσ. Τηε σαmπλε ωασ τηεν χεντριφυγεδ φορ 10 mινυτεσ ατ 12,000γ. Τηε 
DΝΑ πελλετ ωασ ωασηεδ ιν 500µλ οφ 70% ετηανολ ανδ χεντριφυγεδ ατ 12,000γ φορ 5 
mινυτεσ. Τηε συπερναταντ ωασ δισχαρδεδ ανδ τηε πελλετ ωασ αιρ δριεδ φορ 20−30 
mινυτεσ. Τηε δριεδ DΝΑ πελλετ ωασ δισσολϖεδ ιν ΥΗΠ ωατερ ορ ΤΕ βυφφερ (10mΜ 
Τρισ⋅ΗΧλ, πΗ 8.0, 1mΜ ΕDΤΑ, πΗ 8.0).  
2.2.4 Ισολατιον οφ πλασmιδ DΝΑ 
2.2.4.1 Αλκαλινε λψσισ mετηοδ 
1.5mλ οφ αν οϖερνιγητ χυλτυρε ωασ τρανσφερρεδ ιντο αν εππενδορφ τυβε. Τηε βαχτερια 
ωερε ηαρϖεστεδ βψ χεντριφυγατιον ατ 14,000ρπm φορ 1 mινυτε. Τηε συπερναταντ ωασ 
δισχαρδεδ ανδ τηε πελλετ ρεσυσπενδεδ ιν 150µλ οφ σολυτιον Ⅰ (50mΜ γλυχοσε, 25mΜ 
Τρισ⋅ΗΧλ πΗ 8.0, 1mΜ ΕDΤΑ). Τηεν 200µλ οφ φρεσηλψ πρεπαρεδ σολυτιονⅡ (0.2Μ 
ΝαΟΗ, 1% ΣDΣ) ωασ αδδεδ ανδ mιξεδ ιmmεδιατελψ βψ ινϖερσιον οφ τηε τυβε σεϖεραλ 
τιmεσ. Φιναλλψ, 150µλ οφ σολυτιον Ⅲ (5Μ ποτασσιυm αχετατε, 11.5% (ϖ/ϖ) γλαχιαλ αχετιχ 
αχιδ) ωασ αδδεδ το τηε mιξτυρε. Τηε σαmπλε ωασ αγαιν mιξεδ ιmmεδιατελψ βψ 
ινϖερσιον. Τηε mιξτυρε ωασ ινχυβατεδ ον ιχε φορ 3 το 5 mινυτεσ. Τηε χλουδψ 
πρεχιπιτατε ωασ πελλετεδ βψ χεντριφυγατιον ατ 14,000ρπm φορ 10 mινυτεσ. Τηε 
συπερναταντ ωασ τρανσφερρεδ ιντο α χλεαν τυβε. 500µλ οφ πηενολ−χηλοροφορm (1:1) ωασ 
αδδεδ ιντο τηε τυβε ανδ mιξεδ βψ ϖορτεξ. Τηε σαmπλε ωασ χεντριφυγεδ ατ 14,000ρπm 
φορ 5 mινυτεσ. Τηε υππερ αθυεουσ πηασε ωασ χαρεφυλλψ τρανσφερρεδ το α φρεση τυβε. Τηε 
πλασmιδ DΝΑ ωασ πρεχιπιτατεδ βψ αδδινγ 500µλ οφ ισοπροπανολ. Τηε σολυτιον ωασ 
mιξεδ ωελλ ανδ ινχυβατεδ ατ ροοm τεmπερατυρε φορ 2 mινυτεσ. Τηε νυχλειχ αχιδ ωασ 
ρεχοϖερεδ βψ χεντριφυγατιον ατ 14,000ρπm φορ 10 mινυτεσ. Τηε συπερναταντ ωασ 
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δισχαρδεδ ανδ τηε ωηιτε DΝΑ πελλετ ωασ ωασηεδ ωιτη 1mλ οφ 70% (ϖ/ϖ) ετηανολ. Τηε 
σαmπλε ωασ σπυν δοων ατ 14,000ρπm φορ 5 mινυτεσ ανδ ετηανολ σολυτιον ωασ 
ρεmοϖεδ. Τηε πελλετ ωασ αλλοωεδ το δρψ ιν αιρ. Τηε πλασmιδ DΝΑ ωασ σολυβιλισεδ ιν 
ΥΗΠ ωατερ χονταινινγ 50µγ/mλ ΡΝΑασε Α (DΝΑασε φρεε). 
2.2.4.2 Θιαγεν mινι−πρεπαρατιον 
ΘΙΑπρεπ Σπιν Μινιπρεπ κιτ (Θιαγεν) ωασ υτιλισεδ το πυριφψ σεθυενχινγ γραδε πλασmιδ 
DΝΑ. Τηε προχεδυρε φολλοωεδ τηε mανυφαχτυρερσ ινστρυχτιον. 3mλ οφ φρεσηλψ 
πρεπαρεδ οϖερνιγητ χυλτυρε ωασ σπυν δοων ατ 14,000ρπm φορ 1 mινυτε. Τηε πελλετεδ 
βαχτερια χελλσ ωερε ρεσυσπενδεδ ιν 250µλ οφ Βυφφερ Π1 ανδ τρανσφερρεδ το αν 
εππενδορφ τυβε. 250µλ οφ Βυφφερ Π2 ωασ αδδεδ ανδ τηε τυβε ωασ γεντλψ ινϖερτεδ 4−6 
τιmεσ το mιξ. 350µλ οφ Βυφφερ Ν3 ωασ αδδεδ ιντο τηε τυβε ανδ τηε σολυτιον ωασ γεντλψ 
mιξεδ βψ ινϖερσιον 4−6 τιmεσ. Τηε mιξτυρε ωασ χεντριφυγεδ ατ 14,000ρπm φορ 10 
mινυτεσ. Α χοmπαχτ ωηιτε πελλετ φορmεδ ιν τηε τυβε. Τηε συπερναταντσ ωερε 
τρανσφερρεδ το τηε ΘΙΑπρεπ χολυmν βψ πιπεττινγ. Τηε χολυmν ωασ χεντριφυγεδ ατ 
14,000ρπm φορ 1 mινυτε. Τηε φλοω−τηρουγη ωασ δισχαρδεδ. Τηε ΘΙΑπρεπ σπιν χολυmν 
ωασ ωασηεδ βψ αδδινγ 0.5mλ οφ Βυφφερ ΠΒ ανδ χεντριφυγεδ φορ 1 mινυτε. Τηε φλοω−
τηρουγη ωασ δισχαρδεδ. Τηεν τηε σπιν χολυmν ωασ ωασηεδ βψ 0.75mλ οφ Βυφφερ ΠΕ 
ανδ σπυν δοων ατ 14,000ρπm φορ 1 mινυτε. Τηε φλοω−τηρουγη ωασ δεχαντεδ, τηε σπιν 
χολυmν ωασ χεντριφυγεδ φορ αδδιτιοναλ 1 mινυτε το ρεmοϖε ρεσιδυαλ ωαση βυφφερ. Τηε 
σπιν χολυmν ωασ πλαχεδ ιν α χλεαν 1.5mλ mιχροφυγε τυβε ανδ 50µλ οφ Βυφφερ ΕΒ 
(10mΜ Τρισ⋅ΗΧλ, πΗ 8.5) ορ ΥΗΠ ωατερ ωασ αδδεδ το τηε χεντρε οφ χολυmν. Τηε 
χολυmν ωασ αλλοωεδ το στανδ φορ 1 mινυτε ατ ροοm τεmπερατυρε ανδ χεντριφυγεδ φορ 1 
mινυτε. Τηε πλασmιδ DΝΑ σολυτιον ωασ χολλεχτεδ ιν τηε βοττοm οφ τυβε. 
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2.2.4.3 Θιαγεν mαξι−πρεπαρατιον 
ΘΙΑΓΕΝ−τιπ 500 κιτ (Θιαγεν) ωασ υσεδ φορ λαργε−σχαλε πρεπαρατιον οφ πλασmιδ DΝΑ. 
Τηε προχεδυρε ωασ χαρριεδ ουτ αχχορδινγ το τηε mανυφαχτυρερσ ινστρυχτιον.  1mλ οφ 
οϖερνιγητ χυλτυρε ωασ ινοχυλατεδ ιν 500mλ ΛΒ βροτη χονταινινγ αππροπριατε σελεχτιϖε 
αντιβιοτιχσ. Τηε Βαχτερια ωερε γροων υπ ατ 37°Χ οϖερνιγητ, σηακινγ ατ 220ρπm. Τηε 
χελλσ ωερε ηαρϖεστεδ βψ χεντριφυγατιον ατ 6000ρπm φορ 15 mινυτεσ ατ 4°Χ. Τηε 
βαχτερια πελλετ ωασ ρεσυσπενδεδ ιν 10mλ Βυφφερ Π1 (50mΜ Τρισ⋅ΗΧλ, πΗ 8.0, 10mΜ 
ΕDΤΑ, 100µγ/mλ ΡΝΑασε Α). 10mλ οφ Βυφφερ Π2 [200mΜ ΝαΟΗ, 1% ΣDΣ (ω/ϖ)] 
ωασ αδδεδ το τηε συσπενσιον ανδ mιξεδ γεντλψ βψ ινϖερτινγ 4−6 τιmεσ ανδ ινχυβατεδ 
ατ ροοm τεmπερατυρε φορ 5 mινυτεσ. 10mλ οφ χηιλλεδ Βυφφερ Π3 (3.0Μ ποτασσιυm 
αχετατε, πΗ 5.5) ωασ αδδεδ το τηε σαmπλε ανδ mιξεδ ιmmεδιατελψ βυτ γεντλψ βψ 
ινϖερτινγ 4−6 τιmεσ. Τηε mιξτυρε ωασ ινχυβατεδ ον ιχε φορ 20 mινυτεσ. Τηε πλασmιδ 
DΝΑ σολυτιον ωασ ρεχοϖερεδ βψ χεντριφυγατιον ατ 12,000ρπm φορ 30 mινυτεσ ατ 4°Χ. 
Τηε συπερναταντ χονταινινγ πλασmιδ DΝΑ ωασ ρε−χεντριφυγεδ ατ 12,000ρπm φορ 15 
mινυτεσ ατ 4°Χ. Τηε συπερναταντ ωασ αππλιεδ το τηε ΘΙΑΓΕΝ−τιπ 500 χολυmν τηατ 
ηαδ βεεν εθυιλιβρατεδ βψ 10mλ οφ Βυφφερ ΘΒΤ [750mΜ ΝαΧλ, 50mΜ ΜΟΠΣ, πΗ 7.0, 
15% ισοπροπανολ (ϖ/ϖ), 0.15% Τριτον Ξ−100 (ϖ/ϖ)]. Τηε σαmπλε ωασ αλλοωεδ το εντερ 
τηε ρεσιν βψ γραϖιτψ φλοω. Τηε ΘΙΑΓΕΝ−τιπ ωασ ωασηεδ βψ 2×30mλ Βυφφερ ΘΧ [1.0Μ 
ΝαΧλ, 50mΜ ΜΟΠΣ, πΗ 7.0, 15% ισοπροπανολ (ϖ/ϖ)]. Τηε πλασmιδ DΝΑ ωασ ελυτεδ 
βψ 15mλ Βυφφερ ΘΦ [1.25Μ ΝαΧλ, 50mΜ Τρισ⋅ΗΧλ, πΗ 8.5, 15% ισοπροπανολ (ϖ/ϖ)]. 
DΝΑ ωασ πρεχιπιτατεδ βψ αδδινγ 10.5mλ οφ ροοm τεmπερατυρε ισοπροπανολ το τηε 
σολυτιον. Τηε πλασmιδ ωασ ρεχοϖερεδ βψ χεντριφυγατιον ατ 11,000ρπm φορ 30 mινυτεσ 
ατ 4°Χ. Τηε DΝΑ πελλετ ωασ ωασηεδ ωιτη 5mλ οφ ροοm τεmπερατυρε 70% ετηανολ ανδ 
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χεντριφυγεδ ατ 11,000ρπm φορ 10 mινυτεσ. Τηε συπερναταντ ωασ δισχαρδεδ ωιτηουτ 
διστυρβινγ τηε πελλετ. Τηε πελλετ ωασ αιρ−δριεδ φορ 10 mινυτεσ ανδ DΝΑ ωασ 
ρεδισσολϖεδ ιν 1mλ ΤΕ βυφφερ (10mΜ Τρισ⋅ΗΧλ, πΗ 8.0, 1mΜ ΕDΤΑ) ορ ΥΗΠ ωατερ.  
2.2.4.4 Wιζαρδ mαξι−πρεπαρατιον 
Wιζαρδ Πλυσ Μαξιπρεπσ DΝΑ πυριφιχατιον σψστεm (Προmεγα) ωασ υσεδ το πρεπαρε 
λαργε αmουντ οφ χρυδε πλασmιδ DΝΑ. 1mλ οφ σατυρατεδ ινοχυλυm ωασ ινοχυλατεδ ιντο 
400mλ ΛΒ βροτη χονταινινγ αππροπριατε σελεχτιϖε αντιβιοτιχσ. Τηε χυλτυρε ωασ 
ινχυβατεδ ατ 37°Χ οϖερνιγητ. Τηε βαχτερια ωερε χολλεχτεδ βψ χεντριφυγατιον ατ 
6,000ρπm φορ 15 mινυτεσ. Τηε συπερναταντ ωασ πουρεδ οφφ ανδ τηε πελλετ ωασ 
ρεσυσπενδεδ ιν 15mλ οφ Χελλ Ρεσυσπενσιον Σολυτιον (50mΜ Τρισ⋅ΗΧλ, πΗ 7.5, 10mΜ 
ΕDΤΑ, 10µγ/mλ ΡΝΑασε Α). 15mλ οφ Χελλ Λψσισ Σολυτιον (0.2 Μ ΝαΟΗ, 1% ΣDΣ) 
ωασ αδδεδ ιντο τηε σαmπλε ανδ mιξεδ γεντλψ βυτ τηορουγηλψ βψ ινϖερτινγ. Αφτερ τηε 
σολυτιον βεχαmε χλεαρ ανδ ϖισχουσ, 15mλ οφ Νευτραλιζατιον Σολυτιον (1.32Μ 
ποτασισιυm αχετατε, πΗ 4.8) ωασ ιmmεδιατελψ αδδεδ ανδ mιξεδ βψ γεντλψ ινϖερτινγ 
χεντριφυγε βοττλε. Τηε χελλ δεβρισ ωασ ρεmοϖεδ βψ χεντριφυγατιον ατ 6,000ρπm φορ 20 
mινυτεσ. Τηε συπερναταντ ωασ φιλτερεδ βψ Wηατmαν φιλτερ παπερ. Τηε DΝΑ ωασ 
πρεχιπιτατεδ βψ αδδινγ 0.7 ϖολυmεσ οφ ισοπροπανολ. Τηε DΝΑ ωασ ρεχοϖερεδ βψ 
χεντριφυγατιον ατ 8,000ρπm φορ 20 mινυτεσ. Τηε πελλετ ωασ ωασηεδ υσινγ 10mλ οφ 80% 
ετηανολ. Τηε σαmπλε ωασ χεντριφυγεδ ατ 8,000ρπm φορ 15 mινυτεσ. Τηε DΝΑ πελλετ 
ωασ ρεσυσπενδεδ ιν 2mλ οφ ωατερ ορ ΤΕ βυφφερ (10mΜ Τρισ⋅ΗΧλ, πΗ 7.5, 1mΜ 
ΕDΤΑ). 10mλ οφ Wιζαρδ Μαξιπρεπσ DΝΑ Πυριφιχατιον Ρεσιν ωερε αδδεδ το τηε DΝΑ 
σολυτιον. Τηε ρεσιν/DΝΑ mιξτυρε ωασ τρανσφερρεδ ιντο τηε Μαξιχολυmν ανδ α ϖαχυυm 
ωασ αππλιεδ το πυλλ τηε ρεσιν/DΝΑ ιντο τηε χολυmν. 25mλ οφ Χολυmν Wαση Σολυτιον 
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(80mΜ ποτασσιυm αχετατε, 8.3mΜ Τρισ⋅ΗΧλ, 40µΜ ΕDΤΑ) ωασ αδδεδ το τηε χολυmν 
ανδ δραων τηρουγη βψ α ϖαχυυm. 5mλ οφ 80% ετηανολ ωασ υσεδ το ρινσε τηε ρεσιν ανδ 
ρεmοϖεδ βψ α ϖαχυυm. Τηε ϖαχυυm ωασ αλλοωεδ το δραω φορ αν αδδιτιοναλ mινυτε. 
Τηε Μαξιχολυmν ωασ πλαχεδ ιν α φαλχον τυβε ανδ σπυν δοων ατ 3,000ρπm φορ 10 
mινυτεσ. Τηε ρεσιν ωασ δριεδ βψ αππλψινγ α ϖαχυυm φορ 5 mινυτεσ.  1.5mλ οφ ωατερ, 
πρεηεατεδ το 70°Χ, ωασ αδδεδ το τηε χολυmν ανδ λεφτ φορ 2 mινυτεσ. Τηε πλασmιδ 
DΝΑ σολυτιον ωασ ρεχοϖερεδ βψ χεντριφυγατιον ατ 3,000ρπm φορ 5 mινυτεσ. Φιναλλψ, 
τηε DΝΑ σολυτιον ωασ πασσεδ τηρουγη α 0.2µm σψρινγε φιλτερ το ρεmοϖε ανψ φινε ρεσιν. 
2.2.5 Ρεστριχτιον ενζψmε διγεστ οφ πλασmιδ DΝΑ 
Τηε ρεθυιρεδ αmουντ οφ DΝΑ ωασ πιπεττεδ ιντο αν εππενδορφ τυβε. Τηε ρεστριχτιον 
ενζψmε ανδ τηε χορρεσπονδινγ βυφφερ ωερε χηοσεν αχχορδινγ το τηε mανυφαχτυρερσ 
mανυαλ ανδ ωερε αδδεδ το τηε τυβε. Τψπιχαλλψ, τηε τυβε ωασ ινχυβατεδ ατ 37°Χ φορ 1 
ηουρ. Τηε ρεαχτιον ωασ στοππεδ βψ αδδινγ DΝΑ λοαδινγ βυφφερ (10× σολυτιον: 30% 
glycerol, 0.25% Bromophenol Blue and 0.25% Xylene Cyanol 
FF). Τηε σαmπλε ωασ τηεν ρεαδψ φορ αγαροσε γελ ελεχτροπηορετιχ αναλψσισ.  
2.2.6 Αγαροσε γελ ελεχτροπηορεσισ 
Α συβmαρινε Πηαρmαχια ΓΝΑ−100 γελ ελεχτροπηορεσισ κιτ ωασ υσεδ φορ DΝΑ mινι−
αγαροσε ελεχτροπηορεσισ. Τηε αππροπριατε αmουντ οφ αγαροσε [0.6−1.5% (ω/ϖ)] ωασ 
δισσολϖεδ ιν τηε 60mλ οφ 1× ΤΒΕ (45mΜ Τρισ⋅ΗΧλ, 44mΜ Βοριχ αχιδ ανδ 2mΜ 
ΕDΤΑ, πΗ 8.0) βψ mιχροωαϖε ηεατινγ. Τηε αγαροσε σολυτιον ωασ χοολεδ δοων το 
αβουτ 55°Χ, ανδ τηεν ετηιδιυm βροmιδε (10mγ/mλ στοχκ) ωασ αδδεδ ιντο τηε σολυτιον 
το γιϖε α φιναλ χονχεντρατιον οφ 0.5µγ/mλ. Τηε ωηολε σολυτιον ωασ πουρεδ ιντο α 
χαστινγ mουλδ ωιτη τηε γελ χοmβ. Αφτερ αγαροσε σολιδιφιεδ, τηε χοmβ ωασ ρεmοϖεδ 
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ανδ τηε mουλδ ωιτη γελ ωασ πλαχεδ ιν τηε ελεχτροπηορεσισ τανκ. Τηε τανκ ωασ φιλλεδ 
ωιτη 1× ΤΒΕ βυφφερ υντιλ τηε γελ ωασ χοϖερεδ. Αφτερ τηε DΝΑ σαmπλε ωασ λοαδεδ, τηε 
ελεχτροπηορεσισ ωασ περφορmεδ ατ 80ς φορ 1 ηουρ.  
2.2.7 Πηοτογραπηψ mετηοδσ 
DΝΑ βανδσ ιν τηε αγαροσε γελ χουλδ βε ϖισυαλισεδ βψ ιλλυmινατιον ωιτη αν Υς τρανσ−
ιλλυmινατορ ανδ πηοτογραπηεδ. Αλτερνατιϖελψ, ωηεν DΝΑ νεεδεδ το βε ρεχοϖερεδ 
φροm τηε αγαροσε γελ, α Dαρκερ ρεαδερ ωασ υσεδ το δετεχτ τηε βανδ. Τηισ ισ βεχαυσε 
Dαρκερ ρεαδερ ωουλδ νοτ χαυσε δαmαγε το τηε DΝΑ.   
2.2.8 Πυριφιχατιον οφ DΝΑ φροm αν αγαροσε γελ 
2.2.8.1 Γενεχλεαν σψστεm 
ΓΕΝΕΧΛΕΑΝ ΙΙ κιτ (ΒΙΟ 101 ινχ.) ωασ υσεδ το πυριφψ τηε DΝΑ φροm αγαροσε γελ. Α 
1× ΤΑΕ (40mΜ Τρισ−ΗΧλ, 1mΜ ΕDΤΑ ανδ 5.71% γλαχιαλ αχετιχ αχιδ) αγαροσε γελ 
ωασ υσεδ φορ τηε γελ πυριφιχατιον οφ DΝΑ.  Τηε DΝΑ σαmπλε ωασ σεπαρατεδ ιν ΤΑΕ 
αγαροσε γελ ασ δεσχριβεδ ιν σεχτιον 2.2.6. Τηε δεσιρεδ DΝΑ βανδ ωασ εξχισεδ φροm 
ετηιδιυm βροmιδε σταινεδ γελ υνδερ Dαρκ Ρεαδερ το πρεϖεντ δαmαγε οφ DΝΑ. Τηε γελ 
ωασ δισσολϖεδ ιν τηρεε ϖολυmεσ οφ 6Μ ΝαΙ (ω/ϖ). Τηε εππενδορφ ωασ ινχυβατεδ ατ 
55°Χ φορ φιϖε mινυτεσ υντιλ τηε ωηολε γελ ωασ δισσολϖεδ. 5µλ−20µλ (φορ 5µγ−12.5µγ 
DΝΑ) οφ γλασσmιλκ ωασ αδδεδ ιντο τηε σολυτιον ανδ γεντλψ mιξεδ. Τηε συσπενσιον 
ωασ ινχυβατεδ ατ ροοm τεmπερατυρε φορ 20 mινυτεσ το λετ DΝΑ βινδ το γλασσmιλκ. Τηε 
γλασσmιλκ ωασ ρεχοϖερεδ βψ χεντριφυγατιον ατ 15,000ρπm φορ 1 mινυτε. Τηε 
συπερναταντ ωασ δισχαρδεδ. Τηε πελλετ ωασ ωασηεδ ωιτη 500µλ χολδ Νεω Wαση Βυφφερ 
(50% 20mΜ Τρισ−ΗΧλ πΗ7.2, 0.2Μ ΝαΧλ, 2mΜ ΕDΤΑ ανδ 50% ετηανολ). Τηε πελλετ 
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ωασ ρεχοϖερεδ βψ χεντριφυγατιον ατ 14,000ρπm φορ 30 σεχονδσ. Τηε γλασσmιλκ ωασ 
ωασηεδ τωιχε mορε. Φιναλλψ, τηε πελλετ ωασ ρεσυσπενδεδ ιν 20µλ ΥΗΠ ωατερ ανδ 
ινχυβατεδ ατ 55°Χ φορ τηρεε mινυτε το ελυτε τηε DΝΑ. Τηε DΝΑ σολυτιον ωασ 
ρεχοϖερεδ βψ χεντριφυγατιον ατ 15,000ρπm φορ τηρεε mινυτεσ. Τηε συπερναταντ ωασ 
χαρεφυλλψ τρανσφερρεδ το α χλεαν εππενδορφ. 
2.2.8.2 ΘΙΑθυιχκ γελ εξτραχτιον κιτ 
ΘΙΑθυιχκ κιτ προϖιδεσ α θυιχκερ ωαψ το πυριφψ DΝΑ φροm τηε αγαροσε γελ. Τηε DΝΑ 
φραγmεντ ωασ εξχισεδ φροm τηε αγαροσε γελ ωιτη α σχαλπελ. 3 ϖολυmεσ (ϖ/ω) οφ Βυφφερ 
ΘΓ ωερε αδδεδ το τηε γελ. Τηε γελ ωιτη Βυφφερ ΘΓ ωασ ινχυβατεδ ατ 50°Χ φορ 10 
mινυτεσ υντιλ τηε γελ σλιχε ωασ χοmπλετελψ δισσολϖεδ. Τηε σολυτιον ωασ λοαδεδ ιν τηε 
ΘΙΑθυιχκ σπιν χολυmν τηεν χεντριφυγεδ φορ 1 mινυτε ατ 13,000ρπm. Τηε φλοω−
τηρουγη ωασ δισχαρδεδ, ανδ τηε χολυmν ωασ ωασηεδ βψ 0.75mλ οφ Βυφφερ ΠΕ. Τηε 
χολυmν ωασ αγαιν χεντριφυγεδ ατ 13,000ρπm φορ 1 mινυτε. Τηε φλοω−τηρουγη ωασ 
δισχαρδεδ. Τηε χολυmν ωασ χεντριφυγεδ φορ αδδιτιοναλ 1 mινυτε το ρεmοϖε τηε 
ρεσιδυαλ Βυφφερ ΠΕ. 30µλ οφ ωατερ ωασ αδδεδ το τηε χεντρε οφ τηε χολυmν ανδ λεφτ το 
στανδ φορ 1 mινυτε. DΝΑ ωασ ρεχοϖερεδ ιν τηε φλοω−τηρουγη βψ χεντριφυγατιον φορ 
1mινυτε ατ 13,000ρπm. 
2.2.9 Πηοσπηατασε τρεατmεντ οφ DΝΑ 
Το ρεδυχε τηε σελφ−ρεχιρχυλαρισινγ βαχκγρουνδ οφ λινεαρισεδ πλασmιδσ, Σηριmπ αλκαλινε 
πηοσπηατασε (ΣΑΠ) ωασ υσεδ το ρεmοϖε τηε 5−τερmιναλ πηοσπηατε φροm δουβλε−
στρανδεδ DΝΑ. 1Υ οφ ΣΑΠ ανδ 10× σηριmπ αλκαλινε πηοσπηατασε βυφφερ   (200mΜ 
Τρισ⋅ΗΧλ, πΗ 8.0, 100mΜ ΜγΧλ2) ωερε αδδεδ ιν DΝΑ σαmπλε. Dεπηοσπηορψλατιον οφ 
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DΝΑ ωασ δονε ατ 37°Χ φορ 1 ηουρ. ΣΑΠ ωασ ιναχτιϖατεδ βψ ηεατινγ ατ 65°Χ φορ 15 
mινυτεσ. Τηε φιναλ σολυτιον χουλδ τηεν βε υσεδ φορ φυρτηερ mανιπυλατιονσ.  
2.2.10 Τρανσφορmατιον οφ τηε πλασmιδ   
2.2.10.1 Πρεπαρατιον οφ χαλχιυm χηλοριδε χοmπετεντ χελλσ 
Α σινγλε βαχτερια χολονψ ωασ πιχκεδ φροm α φρεσηλψ πρεπαρεδ πλατε ανδ ινοχυλατεδ ιντο 
50mλ οφ ΛΒ βροτη. Τηε χυλτυρε ωασ ινχυβατεδ ατ 37°Χ βψ ϖιγορουσ σηακινγ υντιλ 
ΟD600 ρεαχηεδ αβουτ 0.5. Τηε χελλσ ωερε ρεχοϖερεδ βψ χεντριφυγατιον ατ 6000ρπm φορ 
20 mινυτεσ. Τηε συπερναταντ ωασ δεχαντεδ ανδ 10mλ οφ 0.1Μ ιχε−χολδ ΧαΧλ2 ωασ 
αδδεδ ιντο τηε τυβε. Τηε πελλετ ωασ ρεσυσπενδεδ βψ ϖορτεξινγ.  Τηε συσπενσιον ωασ 
χεντριφυγεδ ατ 6,000 ρπm φορ 10 mινυτεσ. Αφτερ τηε συπερναταντ ωασ δισχαρδεδ, τηε 
πελλετ ωασ ρεσυσπενδεδ ιν 2mλ οφ φρεσηλψ πρεπαρεδ 0.1Μ ιχε−χολδ ΧαΧλ2. Τηε γλψχερολ 
(15%) στοχκ ωασ στορεδ ατ −80°Χ. (ΞΛ−1 χοmπετεντ χελλσ ωερε χυλτυρεδ ιν mεδιυm 
χονταινινγ 10µγ/mλ τετραχψχλινε. ΒΛ21(DΕ3)πΛψσΣ ανδ ΗΜΣ(DΕ3)πλψσΣ χελλσ ωερε 
χυλτυρεδ ιν ΛΒ χονταινινγ 34µγ/mλ χηλοραmπηενιχολ.) 
2.2.10.2 Τρανσφορmατιον  
Τηε 200µλ αλιθυοτ οφ χοmπετεντ χελλσ ωασ πρεπαρεδ ασ δεσχριβεδ αβοϖε. Τηε στοχκ 
χελλσ ωερε τηαωεδ ον ιχε. Αφτερ DΝΑ ωασ αδδεδ το χελλσ, τηε mιξτυρε ωασ πλαχεδ ον 
ιχε φορ 30 mινυτεσ. Τηε mιξτυρε ωασ ηεατ σηοχκεδ ατ 42°Χ φορ 90 σ, ανδ τηεν πλαχεδ 
ον ιχε φορ 2 mινυτεσ. 800µλ ΛΒ βροτη ωασ αδδεδ ανδ χελλσ ωερε ινχυβατεδ ατ 37°Χ φορ 
1 ηουρ. Φιναλλψ, τηε χελλσ ωερε σπρεαδ ον τηε ΛΒ αγαρ χονταινινγ σελεχτιϖε αντιβιοτιχσ. 
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2.3 Προτειν Μετηοδολογιεσ 
2.3.1 Βραδφορδ προτειν ασσαψ 
Τηε Βραδφορδ ασσαψ ωασ υσεδ το δετερmινε τηε θυαντιτατιον οφ προτειν. Α στανδαρδ 
χυρϖε ωασ mαδε βψ υσινγ βοϖινε σερυm αλβυmιν (ΒΣΑ) βετωεεν τηε ρανγεσ οφ 0−
30µγ. Τηε ΒΣΑ ωασ ωειγητεδ ανδ σολυβιλισεδ ιν ωατερ ατ 1mγ/mλ. 50µλ (ϖολυmε ωασ 
αδϕυστεδ βψ αδδινγ ΥΗΠ ωατερ υντιλ 50µλ) οφ τηε στανδαρδ ΒΣΑ σαmπλε (0, 5µγ, 
10µγ, 15µγ, 20µγ, 30µγ) ωασ mιξεδ ωιτη 50µλ οφ 1Μ ΝαΟΗ. 900µλ οφ δψε ρεαγεντ 
(100mγ Σερϖα βλυε Γ δισσολϖεδ ιν 100mλ οφ 85% πηοσπηοριχ αχιδ ανδ 50mλ οφ 95% 
ετηανολ, βρινγ τηε ϖολυmε το 1 λιτρε) ωασ αδδεδ ιντο τηε σαmπλε ανδ ινχυβατεδ φορ 5 
mινυτεσ.  Τηε αβσορβανχε ατ 590νm ωασ mεασυρεδ ιν πολψστψρενε χυϖεττεσ. ΥΗΠ 
ωατερ ωιτη 1Μ ΝαΟΗ ανδ δψε ρεαγεντ ωασ υσεδ ασ α ρεφερενχε. Αλλ ασσαψ ωερε 
χαρριεδ ουτ ιν τριπλιχατε ανδ τηε ρεσυλταντ mεανσ δετερmινεδ. Ρ2 ωασ ρεθυιρεδ το βε 
βεττερ τηαν 0.95. Τηε προτειν σαmπλε ωασ mεασυρεδ ιν τηε σαmε ωαψ ασ τηε ΒΣΑ 
στανδαρδ. Τηε χονχεντρατιον οφ προτειν ωασ δετερmινεδ υσινγ τηε στανδαρδ χυρϖε, ωιτη 
ΒΣΑ ασ α στανδαρδ.  
2.3.2 ΣDΣ−πολψαχρψλαmιδε γελ ελεχτροπηορεσισ (ΣDΣ−ΠΑΓΕ) 
Τηε προτειν χουλδ βε σεπαρατεδ βψ ΣDΣ−ΠΑΓΕ. Βιο−Ραδ Μινι−ΠΡΟΤΕΑΙΝ ΙΙ ελεχτρο−
πηορεσισ κιτ ωασ υσεδ φορ ΣDΣ−ΠΑΓΕ. Τηε 0.75mm σπαχερ ανδ χοmβ ωερε υσεδ. 
Αφτερ τηε κιτ ωασ σετ υπ, τηε σεπαρατινγ γελ (7.5%−12% ασ σηοωινγ βελοω) ωασ 
πουρεδ.  Τηε τοπ οφ γελ ωασ αβουτ 2χm φροm τηε τοπ οφ τηε γλασσ. Τηε συρφαχε οφ τηε 
γελ ωασ χοϖερεδ ωιτη 0.1% ΣDΣ. 
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Ταβλε 2−1. Τηε χοmπονεντ οφ σεπαρατινγ γελ (50mλ) 
 7.5% 10% 12% 
30% αχρψλαmιδε/βισαχρψλαmιδε 12.5mλ 16.7mλ 20.0mλ 
Η2Ο 24.0mλ 19.8mλ 16.5mλ 
1.5 Μ Τρισ⋅ΗΧλ (πΗ 8.8) 12.5mλ 12.5mλ 12.5mλ 
10% ΣDΣ 0.5mλ 0.5mλ 0.5mλ 
10% Αmmονιυm περσυλπηατε (ΑΠΣ) 0.5mλ 0.5mλ 0.5mλ 
ΤΕΜΕD 0.02mλ 0.02mλ 0.02mλ 
 
Αφτερ τηε γελ πολψmερισεδ, τηε σταχκινγ γελ [10mλ σταχκινγ γελ: 1.7mλ αχρψλαmιδε/βισ−
αχρψλαmιδε (30%), 6.8mλ Η2Ο, 1.25mλ 1Μ Τρισ−ΗΧλ (πΗ 6.8), 0.1mλ 10% ΣDΣ, 
0.01mλ ΤΕΜΕD ανδ 0.1mλ 10% ΑΠΣ] ωασ πουρεδ ιντο τηε γελ κιτ, ανδ τηε χοmβ ωασ 
ινσερτεδ ιντο τηε 5% σταχκινγ γελ. Αφτερ τηε σταχκινγ γελ ωασ πολψmερισεδ, τηε χοmβ 
ωασ χαρεφυλλψ ρεmοϖεδ, ανδ τηε γελ ωασ ρεαδψ το βε υσεδ. Τηε προτειν σαmπλεσ ωερε 
διλυτεδ βψ τηε σαmε ϖολυmε οφ 2× Σαmπλε βυφφερ (100mΜ DΤΤ, 2% ΣDΣ, 80mΜ 
Τρισ−ΗΧλ, πΗ 6.8, 15% γλψχερολ, 0.006% βροmοπηενολ βλυε) ανδ βοιλεδ ατ 100°Χ φορ 
3 mινυτεσ. Τηε πρεπαρεδ σαmπλεσ ωερε στορεδ ον ιχε υντιλ νεεδεδ. Αφτερ τηε σαmπλεσ 
ωερε λοαδεδ ιν τηε γελ, τηε γελ ωασ ρυν ατ 120ς (15ς/χm) φορ αβουτ 1ηουρ. Τηε 
προτειν χουλδ βε σταινεδ ιν Χοοmασσιε σταινινγ σολυτιον [0.25γ χοοmασσιε, 90mλ 
mετηανολ: Η2Ο (1:1, ϖ/ϖ), 10mλ γλαχιαλ αχετιχ αχιδ] φορ mορε τηαν 4 ηουρσ βψ γεντλε 
αγιτατιον. Τηε γελ τηεν ωασ δεσταινεδ υσινγ δεσταινινγ σολυτιον (30% mετηανολ, 10% 
γλαχιαλ αχετιχ αχιδ) υντιλ τηε προτειν βανδ βεχαmε χλεαρ. Dυρινγ δεσταινινγ, τηε 
σολυτιον σηουλδ βε χηανγεδ 3−4 τιmεσ. Τηε δεσταινεδ γελσ ωερε πλαχεδ ον Wηατmαν 
παπερ ανδ χοϖερεδ βψ φιλm, τηεν δριεδ ατ 80°Χ φορ 60 mινυτεσ υσινγ Βιο−Ραδ 583 γελ 
δρψερ. 
Μινγ Θι Φαν                                           2 Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ 
  
 
− 57 − 
2.3.3 Wεστερν βλοττινγ  
Αφτερ προτειν σαmπλεσ ωερε σεπαρατεδ βψ ΣDΣ−ΠΑΓΕ, ιmmυνοδετεχτιον χουλδ βε 
υσεδ ωιτη αν ΕΧΛ Wεστερν Βλοττινγ Dετεχτιον Κιτ (Αmερσηαm Λιφε Σχιενχε). Τηε 
σταχκινγ γελ ωασ χυτ αωαψ φροm τηε σεπαρατινγ γελ. Τηε σεπαρατινγ γελ ωασ τηεν 
πλαχεδ οντο τωο πιεχεσ οφ 3ΜΜ Wηατmαν παπερ πρε−σοακεδ ωιτη 1×τρανσφερ βυφφερ 
[25mΜ Τρισ⋅ΗΧλ, 192mΜ γλψχινε, 20% mετηανολ (ϖ/ϖ) ανδ 0.1% ΣDΣ (ω/ϖ)].  Α 
πιεχε οφ ΠςDΦ mεmβρανε (ϕυστ λαργερ τηαν τηε γελ) ωασ πυτ ιν 100% mετηανολ τηεν ιν 
1× τρανσφερ βυφφερ. Τηε πρε−ωετ mεmβρανε ωασ πλαχεδ οντο τηε γελ ανδ αλλ βυββλεσ 
ρεmοϖεδ. Τωο πιεχεσ οφ 3ΜΜ πρε−σοακεδ Wηατmαν παπερ τηεν χοϖερεδ τηε 
mεmβρανε. Τηε ελεχτροβλοττινγ σανδωιχη ωασ πλαχεδ ιντο τηε ελεχτροβλοττινγ χασσεττε. 
Τηε χασσεττε ωασ τρανσφερρεδ ιντο τηε τανκ φιλλεδ ωιτη 1×τρανσφερ βυφφερ. Τηε τρανσφερ 
οφ προτειν ωασ χαρριεδ ουτ ατ 90ς φορ 1ηουρ. Τηε mεmβρανε ωασ τακεν ουτ ανδ 
βλοχκεδ ιν 100mλ οφ 1×ΤΒΣ [20mΜ Τρισ−ΗΧλ (πΗ 7.5), 500mΜ ΝαΧλ] χονταινινγ 
10% Μαρϖελ φορ ατ λεαστ 1ηουρ. Τηε mεmβρανε ωασ ωασηεδ ωιτη ΤΤΒΣ (1×ΤΒΣ+ 
0.1% Τωεεν 20,ϖ/ϖ) φορ 10 mινυτεσ. Τηε ωασηινγ ωασ ρεπεατεδ αν αδδιτιοναλ 4 τιmεσ. 
Τηε mεmβρανε ωασ τηεν ινχυβατεδ ατ ροοm τεmπερατυρε ιν 1× ΤΤΒΣ χονταινινγ 10% 
Μαρϖελ ανδ τηε αππροπριατε πριmαρψ αντιβοδψ φορ 1ηουρ. Εξχεσσ πριmαρψ αντιβοδψ 
ωασ ωασηεδ ουτ βψ 1×ΤΤΒΣ 5 τιmεσ. Τηε mεmβρανε ωασ τηεν ινχυβατεδ ιν 
1×ΤΤΒΣ+10% Μαρϖελ χονταινινγ τηε σεχονδαρψ αντιβοδψ φορ 1 ηουρ.  Τηε mεmβρανε 
ωασ ωασηεδ υσινγ 1×ΤΤΒΣ α τοταλ οφ 5 τιmεσ  (5−10 mινυτεσ εαχη τιmε).  Τηε 
mεmβρανε ωασ ινχυβατεδ ιν τηε mιξτυρε οφ δετεχτιον σολυτιον 1 ανδ δετεχτιον 
σολυτιον 2 (1:1 ϖ/ϖ) φορ 1 mινυτε ατ ροοm τεmπερατυρε ωιτηουτ αγιτατιον. Εξχεσσ 
δετεχτιον ρεαγεντ ωασ δραινεδ οφφ. Τηε mεmβρανε ωασ ωραππεδ ιν χλινγ φιλm. Τηε 
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βλοτ, προτειν σιδε υπ, ωασ πλαχεδ ιν τηε φιλm χασσεττε. Α σηεετ οφ Ηψπερφιλm 
(Αmερσηαm Λιφε Σχιενχε) ωασ πλαχεδ ον τοπ οφ τηε mεmβρανεσ ιν τηε δαρκ ροοm. Τηε 
φιλm ωασ εξποσεδ φορ διφφερεντ λενγτησ οφ τιmε (15, 30, 60 σεχονδσ) τηεν δεϖελοπεδ 
ανδ φιξεδ. 
2.3.4 Νιχκελ αφφινιτψ χηροmατογραπηψ 
2.3.4.1 ΗισΒινδ ρεσινσ 
Τηε πυριφιχατιον οφ προτειν ωασ χαρριεδ ουτ αχχορδινγ το τηε mανυφαχτυρερσ 
δεσχριπτιον. 10mλ οφ ΗισΒινδινγ ρεσιν (Νοϖαγεν) ωασ λοαδεδ ιντο 20mλ σψρινγε ανδ 
ωασηεδ ωιτη 30mλ διστιλλεδ ωατερ το ρεmοϖε ετηανολ ιν τηε ρεσιν. Τηε ρεσιν ωασ 
χηαργεδ ωιτη 50mλ 1×Χηαργε Βυφφερ (50mΜ ΝιΣΟ4). Τηε χολυmν ωασ ωασηεδ ωιτη 
30mλ οφ δειονισεδ ωατερ το ρεmοϖε τηε εξχεσσιϖε Νι2+. Τηε ρεσιν ωασ εθυιλιβρατεδ ιν 
30mλ 1×Βινδινγ βυφφερ. Τηε σαmπλε ωασ λοαδεδ ιν τηε χολυmν ατ τηε ρατε οφ 
0.25mλ/mιν. Τηε ρεσιν ωασ ωασηεδ ωιτη 50mλ 1×Βινδινγ Βυφφερ το ρεmοϖε υνβουνδ 
προτειν ανδ φολλοωεδ βψ 50mλ 1×Wασηινγ Βυφφερ το ρεmοϖε ωεακλψ βινδινγ προτειν. 
Τηε δεσιραβλε προτειν ωασ ελυτεδ υσινγ 30mλ 1×Ελυτινγ Βυφφερ.  
2.3.4.2 Νι−ΝΤΑ ΗισΒινδ Ρεσινσ 
Φουρ ϖολυmεσ οφ Νι−ΝΤΑ Βινδ Βυφφερ ωερε αδδεδ το α πρε−χηαργεδ 50% Νι−ΝΤΑ 
ΗισΒινδ σλυρρψ (Νοϖαγεν). Τηε ρεσιν ωασ γεντλψ mιξεδ ωιτη Βινδ Βυφφερ ανδ 
αλλοωεδ το σεττλε βψ γραϖιτψ. Τηε συπερναταντ ωασ τηεν ρεmοϖεδ υσινγ α πιπεττε. Τηε 
προτειν σαmπλε ωασ mιξεδ ωιτη πρε−εθυιλιβρατεδ ρεσιν βψ στιρρινγ ον ιχε φορ 1 ηουρ. 
Τηε προτειν− Νι−ΝΤΑ ρεσιν mιξτυρε ωασ λοαδεδ ον το τηε χολυmν. Τηε χολυmν ωασ 
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ωασηεδ ωιτη 10× βεδ ϖολυmε οφ Wαση Βυφφερ. Τηε δεσιραβλε προτειν ωασ τηεν ελυτεδ 
υσινγ 2−3× βεδ ϖολυmε οφ Ελυτε Βυφφερ. 
2.3.5 Προτειν Dεσαλτινγ βψ σιζε εξχλυσιϖε ΠD−10 χολυmνσ 
ΠD−10 δεσαλτινγ χολυmνσ (Αmερσηαm Πηαρmαχια Βιοτεχη) χονταιν πρεπαχκεδ 
Σεπηαδεξ Γ−25 Μεδιυm φορ δεσαλτινγ ανδ βυφφερ χηανγε. Τηε χολυmνσ ωερε υσεδ το 
σεπαρατε προτεινσ (Μρ>5000) φροm λοω mολεχυλαρ ωειγητ συβστανχεσ (Μρ<1000) 
αχχορδινγ το τηε mανυφαχτυρερσ ινστρυχτιονσ. Τηε προχεδυρε οφ δεσαλτινγ ανδ βυφφερ 
χηανγε ωασ αχχορδινγ το τηε mανυφαχτυρερσ ινστρυχτιον. Φιρστλψ, τηε χολυmν ωασ 
εθυιλιβρατεδ ωιτη αππροξιmατελψ 25mλ βυφφερ ανδ τηεν 2.5mλ οφ σαmπλε ωασ λοαδεδ ον 
τηε χολυmν. Αφτερ τηε σαmπλε ραν ιντο τηε χολυmν, τηε προτειν ωασ ελυτεδ υσινγ 3.5mλ 
βυφφερ. Τηε προτειν ελυεντ ωασ χολλεχτεδ ανδ αναλψσεδ. 
2.4 Εξπρεσσιον οφ χψτοχηροmε β5 
2.4.1 Σπεχτροπηοτοmετεριχ mεασυρεmεντ 
Τηε χοντεντ οφ χψτοχηροmε β5 ωασ mεασυρεδ βψ σπεχτροπηοτοmετρψ. Τηε σαmπλε ωασ 
διλυτεδ 10−50 φολδ ωιτη 0.1Μ ποτασσιυm πηοσπηατε (πΗ 7.5). Α 2mλ αλιθυοτ οφ τηε 
διλυτεδ σαmπλε ωασ σπλιτ ανδ αδδεδ το τηε σαmπλε χυϖεττε ανδ ρεφερενχε χυϖεττε (1mλ 
ιν εαχη χυϖεττε). Τηε βασελινε ωασ ρεχορδεδ βψ σχαννινγ σαmπλεσ φροm 500νm το 
400νm. Τηεν, α φεω mιλλιγραmσ οφ σοδιυm διτηιονιτε ωερε αδδεδ το τηε σαmπλε 
χυϖεττε. Αφτερ τηε σοδιυm διτηιονιτε ηαδ δισσολϖεδ, τηε σαmπλεσ ωερε σχαννεδ αγαιν 
ανδ τηε χηανγε οφ αβσορβανχε ρεχορδεδ. Χψτοχηροmε β5 προδυχεσ α πεακ ατ αρουνδ 
424νm. Τηε mιλλιmολαρ εξτινχτιον χοεφφιχιεντ οφ 118mΜ−1⋅χm−1 (Ηολmανσ et al, 1994) 
ωασ υσεδ το χαλχυλατε τηε χονχεντρατιον οφ β5. 
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2.4.2 Εξπρεσσιον οφ χψτοχηροmε β5 
2.4.2.1 Τρανσφορmατιον ανδ πρεπαρατιον οφ πλασmιδσ 
Πλασmιδ πΡΣΕΤ χονταινινγ β5 ιν τηε σενσε ανδ αντι−σενσε οριεντατιονσ ωερε 
τρανσφερρεδ ιντο ϑΜ109 βψ τηε στανδαρδ mετηοδ ασ δεσχριβεδ ιν σεχτιον 2.2.10. 1µλ οφ 
πλασmιδ ωασ αδδεδ το 200µλ οφ χαλχιυm χηλοριδε χοmπετεντ χελλσ. Τηε χελλσ ωερε 
ινχυβατεδ ον ιχε φορ 30 mινυτεσ, ανδ τηεν ωερε ηεατ σηοχκεδ ατ 42°Χ φορ 90 σεχονδσ. 
Βαχτερια ωερε σπρεαδ ον τηε ΛΒ αγαρ πλατε χονταινινγ 50µγ/mλ Αmπ ανδ 34µγ/mλ Χηλ. 
Τηε χελλσ χονταινινγ τηε πλασmιδ ωερε σελεχτεδ βψ αmπιχιλλιν ρεσιστανχε.  
Τηε πλασmιδσ ωερε πυριφιεδ βψ τηε ωιζαρδ ρεσιν (Προmεγα Μαξι Πρεπσ) ασ δεσχριβεδ 
ιν σεχτιον 2.2.4.4. Τηε πλασmιδσ ωερε διγεστεδ ωιτη BstX I ανδ Nco I ιν ορδερ το 
ϖεριφψ τηε ινσερτ οριεντατιον οφ β5 φραγmεντ. Τηε πλασmιδ χονταινινγ πΡΣΕΤ−β5 σενσε 
ωασ τρανσφερρεδ ιντο ΒΛ21(DΕ3)πΛψσΣ,  ΗΜΣ174(DΕ3)πΛψσΣ ανδ Χ41(DΕ3) το 
εξπρεσσ χψτοχηροmε β5. 
2.4.2.2 Οπτιmισινγ εξπρεσσιον οφ χψτοχηροmε β5 
Α σινγλε χολονψ ωασ πιχκεδ φροm τηε φρεσηλψ πρεπαρεδ Αmπ/Χηλ πλατε ανδ ινοχυλατεδ 
ιντο 5mλ ΛΒ βροτη χονταινινγ Αmπ (100µγ/mλ) ανδ Χηλ (34µγ/mλ). Τηε ινοχυλυm 
ωασ ινχυβατεδ ατ 37°Χ οϖερνιγητ βψ στανδινγ υντιλ τηε χυλτυρε βεχαmε λιγητλψ τυρβιδ. 
Τηεν, 1%(ϖ/ϖ) οϖερνιγητ χυλτυρεσ ωερε ινοχυλατεδ ιντο 50mλ οφ ΛΒ ορ Τερριφιχ βροτη 
(12γ Βαχτο−Τρψπτονε, 24γ Βαχτο−ψεαστ εξτραχτ, 4mλ γλψχερολ ιν 900mλ οφ ωατερ, 2.31γ 
ΚΗ2ΠΟ4 ανδ 12.54γ Κ2ΗΠΟ4 ιν 100mλ οφ ωατερ, mιξ βεφορε υσε) χονταινινγ 
0.3%(ϖ/ϖ) ραρε σαλτ (27γ ΦεΧλ3•6Η2Ο, 2γ ΖνΧλ2•4Η2Ο, 2γ ΧοΧλ2•6Η20, 2γ 
Να2ΜοΟ4•2Η2Ο, 1γ ΧαΧλ2•2Η2Ο, 1γ ΧυΧλ2, 0.5γ Η3ΒΟ3, 100mλ ΗΧλ χονχ. ιν 1λιτρε 
οφ ωατερ). Τηε χελλσ ωερε ινχυβατεδ ατ 37°Χ ωιτη α σηακινγ ρατε οφ 240ρπm υντιλ τηε 
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χυλτυρεσ ωερε ρεαχηεδ αν ΟD600 οφ 0.5−1.5.  Τηε χυλτυρεσ ωερε χοολεδ δοων το 
ινδυχτιον τεmπερατυρε ανδ ΙΠΤΓ ωασ αδδεδ το ινδυχε τηε εξπρεσσιον οφ β5. Τηε ρατε 
οφ σηακινγ ωασ κεπτ ατ 125ρπm. 
Τηε χελλσ ωερε ηαρϖεστεδ βψ χεντριφυγινγ ατ 6000ρπm φορ 15 mινυτεσ. Τηε πελλετσ 
ωερε ωειγηεδ, τηεν ρεσυσπενδεδ ιν 5 ϖολυmεσ (ϖ/ω) οφ ΠΒΣ (8γ ΝαΧλ, 0.2γ ΚΧλ, 
1.44γ Να2ΗΠΟ4, 0.24γ ΚΗ2ΠΟ4 ιν 1 λιτρε οφ ωατερ, πΗ 7.4). Αφτερ χεντριφυγατιον ατ 
6000ρπm φορ 10 mινυτεσ, τηε χελλσ ωερε ρεσυσπενδεδ ιν 2 ϖολυmεσ (ϖ/ω) βυφφερ Α 
(75mΜ Τρισ⋅ΗΧλ πΗ 8.0, 0.1mΜ ΕDΤΑ, 10µγ/mλ οφ απροτινιν ανδ 1mΜ ΠΜΣΦ). Τηε 
συσπενσιον ωασ υσεδ το mεασυρε τηε χοντεντ οφ β5 ιν ινταχτ χελλσ. 
Τηε ηοστ στραιν (ΒΛ21(DΕ3)πΛψσΣ ανδ ΗΜΣ174(DΕ3)πΛψσΣ), mεδια (ΛΒ ανδ ΤΒ), 
ινδυχτιον τιmε (0−41 ηουρσ), ινδυχτιον τεmπερατυρε (24°Χ, 27°Χ ανδ 28°Χ) ανδ τηε 
χονχεντρατιον οφ ΙΠΤΓ (0.1mΜ, 0.5mΜ ανδ 1mΜ) ωερε οπτιmισεδ. 
2.4.2.3 Τηε πρεπαρατιον οφ χψτοχηροmε β5 βψ λαργε−σχαλε χυλτυρε 
Χψτοχηροmε β5 ωασ εξπρεσσεδ υνδερ τηε οπτιmαλ χονδιτιον βασεδ ον τηε πρεϖιουσ 
εξπεριmεντ. Α σινγλε χολονψ (ΗΜΣ174 (DΕ3) πΛψσΣ + πΡΣΕΤ β5 σενσε) ωασ πιχκεδ 
φροm Χηλ/Αmπ πλατε ανδ ινοχυλατεδ ιντο 20mλ ΛΒ βροτη χονταινινγ 100µγ/mλ Αmπ 
ανδ 34µγ/mλ Χηλ. Τηε ινοχυλυmσ ωερε ινχυβατεδ οϖερνιγητ ατ 37°Χ βυτ νο σηακινγ 
ωασ υσεδ. Τηε οϖερνιγητ χυλτυρεσ ωερε ινοχυλατεδ ιντο 2 λιτρεσ ΤΒ βροτη χονταινινγ 
100µγ/mλ Αmπ ανδ 34µγ/mλ Χηλ ωιτη 0.3% (ϖ/ϖ) ραρε σαλτ. Τηε ινοχυλυmσ ωερε 
ινχυβατεδ ατ 37°Χ ωιτη ϖιγορουσ σηακινγ (220ρπm) υντιλ ΟD600 ρεαχηεδ 0.5−1.0. 
Χυλτυρεσ ωερε χοολεδ δοων το 27°Χ ανδ 0.1mΜ ΙΠΤΓ ωασ αδδεδ το ινδυχε 
εξπρεσσιον οφ β5. Τηε σηακινγ σπεεδ ωασ κεπτ ατ 125ρπm. Αφτερ 24 ηουρσ, τηε χελλσ 
ωερε ηαρϖεστεδ βψ χεντριφυγατιον ατ 6,000ρπm φορ 20 mινυτεσ. Τηε συπερναταντ ωασ 
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δεχαντεδ ανδ τηε πελλετ ωασ ωασηεδ ωιτη 5 ϖολυmεσ οφ ΠΒΣ (ω/ϖ). Τηε συσπενσιον 
ωασ αγαιν χεντριφυγεδ ατ 6,000ρπm φορ 20 mινυτεσ. Τηε χελλσ ωερε ρεσυσπενδεδ ιν 
50mλ οφ βυφφερ Α ανδ στορεδ ατ −80°Χ φορ φυτυρε υσε. 
Τηε χελλσ ωερε τηαωεδ ατ ροοm τεmπερατυρε τηεν φροζεν ανδ τηαωεδ αγαιν. Βαχτερια 
ωερε βροκεν βψ σονιχατιον φορ 9×30 σεχονδσ ανδ τηεν τηε συσπενσιον ωασ χεντριφυγεδ 
ατ 12,000γ φορ 20 mινυτεσ. Τηε πελλετ ωασ ρεσυσπενδεδ ιν 10mλ βυφφερ Α ανδ αγαιν 
σονιχατεδ φορ 9×30 σεχονδσ. Τηε συπερναταντσ ωερε χοmβινεδ ανδ χεντριφυγεδ φορ 1 
ηουρ ατ 100,000γ. Τηε πελλετσ ωερε χολλεχτεδ ανδ ωασηεδ ωιτη 10 mλ βυφφερ Β (20mΜ 
Τρισ⋅ΗΧλ πΗ 8.0, 1.9µγ/mλ Απροτινιν ανδ 20% γλψχερολ). Τηε mεmβρανε−βινδινγ β5 
φραχτιονσ ωερε συσπενδεδ ιν 10 mλ βυφφερ Β. Μεmβρανε−βινδινγ β5 ωασ σολυβιλισεδ ιν 
1% Χηαπσ (ω/ϖ). Τηε σαmπλε ωασ στιρρεδ ιν τηε ιχε βατη φορ 1 ηουρ ανδ τηεν τηε 
σολυβιλισεδ β5 ωασ ρεχοϖερεδ βψ χεντριφυγατιον ατ 100,000γ φορ 1ηουρ αγαιν. Τηε 
συπερναταντ ωασ χολλεχτεδ. 
Τηε Ηισ−βινδινγ ρεσιν (Νοϖαγεν) ωασ υσεδ το πυριφψ β5 ασ δεσχριβεδ ιν σεχτιον 
2.3.4.1 βεχαυσε τηε ρεχοmβιναντ β5 χονταινσ (Ηισ)6 ταγ. Τηε χοmπονεντσ οφ βυφφερ αρε 
λιστεδ βελοω.  
Ταβλε 2−2. Τηε χοmπονεντσ οφ βυφφερ φορ πυριφψινγ χψτοχηροmε β5 
 Χοmπονεντσ∗ 
Βινδ Βυφφερ 5mΜ ιmιδαζολε, 500mλ ΝαΧλ, 20mΜ Τρισ⋅ΗΧλ πΗ 8.0  
Wαση Βυφφερ 100mΜ ιmιδαζολε, 500mλ ΝαΧλ, 20mΜ Τρισ⋅ΗΧλ πΗ 8.0  
Ελυτε Βυφφερ 250mΜ ιmιδαζολε, 500mλ ΝαΧλ, 20mΜ Τρισ⋅ΗΧλ πΗ 8.0  
∗Αλλ βυφφερσ χονταινεδ 20% γλψχερολ (ϖ/ϖ), 0.05% Χηαπσ ανδ 1.9µγ/mλ Απροτινιν.  
Τηε πυριφιεδ β5 ωασ χηεχκεδ βψ 12% ΣDΣ−ΠΑΓΕ. Τηε φραχτιον χονταινινγ β5 ωασ 
χοmβινεδ ανδ διαλψσεδ φορ 24 ηουρσ ιν τηε βυφφερ Χ (10mΜ ποτασσιυm πηοσπηατε 
βυφφερ, πΗ7.5, 20% γλψχερολ, 0.5mΜ ΕDΤΑ, 0.1mΜ DΤΤ ανδ 0.05% Χηαπσ) το 
ρεmοϖε τηε ιmιδαζολε. Τηε πυριφιεδ β5 ωασ στορεδ ατ −80°Χ. 
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2.5 Εξπρεσσιον οφ ηυmαν χψτοχηροmε Π450 Ρεδυχτασε (ΧΠΡ) 
2.5.1 Εξπρεσσιον οφ ρεχοmβιναντ ΧΠΡ 
Τηε πλασmιδ πΒ55 χονταινινγ ηυmαν ΧΠΡ χDΝΑ ωασ τρανσφερρεδ ιν ϑΜ109 ασ 
δεσχριβεδ ιν σεχτιον 2.2.10. Α σινγλε χολονψ ωασ πιχκεδ φροm τηε πλατε ανδ ινοχυλατεδ 
ιν 5mλ οφ ΛΒ χονταινινγ 100µγ/mλ Αmπ. Τηε ινοχυλυm ωασ χυλτυρεδ ατ 37°Χ 
οϖερνιγητ. Τηε οϖερνιγητ χυλτυρε ωασ διλυτεδ 500 φολδ ιν ΤΒ mεδια. Τηε βαχτερια 
γρεω υπ υντιλ τηε ΟD600 ρεαχηεδ αβουτ 0.6. Εξπρεσσιον οφ ΧΠΡ ωασ ινδυχεδ βψ 
αδδινγ 0.25mΜ ΙΠΤΓ, ανδ τηεν χυλτυρε ωασ λεφτ ατ 28°Χ οϖερνιγητ. Τηε σηακινγ 
σπεεδ ωασ κεπτ ατ 120ρπm. 
Τηε βαχτερια ωερε ηαρϖεστεδ βψ χεντριφυγατιον ατ 4,000γ φορ 20 mινυτεσ. Τηε πελλετσ 
ωερε συσπενδεδ ιν 100mΜ Τρισ−αχετατε, πΗ 7.6, 500 mΜ συχροσε ανδ 0.5 mΜ ΕDΤΑ. 
Τηε συσπενσιονσ ωερε κεπτ ον ιχε φορ 20 mινυτεσ, ανδ τηεν διλυτεδ ωιτη αν εθυαλ 
ϖολυmε οφ ωατερ χονταινινγ 0.1 mγ/mλ λψσοζψmε. Αφτερ βαχτερια ωερε ινχυβατεδ ον 
ιχε φορ 30 mινυτεσ, τηε προτοπλαστ ωασ ρεχοϖερεδ βψ χεντριφυγατιον ατ 4,000γ φορ 10 
mινυτεσ. Πελλετσ ωερε ρεσυσπενδεδ ιν 20mΜ Τρισ⋅ΗΧλ, πΗ 8.0, 10% γλψχερολ (ϖ/ϖ), 
150 mΜ ΝαΧλ, 1mΜ DΤΤ, 0.1 mΜ ΠΜΣΦ ανδ 1µγ/mλ οφ απροτινιν, λευπεπτιν ανδ 
πεπσταιν. Τηισ συσπενσιον ωασ σονιχατεδ (40% ποωερ, 8×25 σεχονδσ), ανδ τηεν 
χεντριφυγεδ ατ 12,000γ φορ 20 mινυτεσ. Τηε συπερναταντ ωασ χολλεχτεδ, ανδ τηεν 
χεντριφυγεδ ατ 100,000γ φορ 1 ηουρ. Τηε πελλετσ ωερε ρεσυσπενδεδ ιν 100mΜ 
ποτασσιυm πηοσπηατε βυφφερ βυφφερ, πΗ 7.4 ωιτη 20% γλψχερολ. Τηε σαmπλεσ ωερε 
διλυτεδ το 2 mγ προτειν/mλ βψ τηε σαmε βυφφερ. ΧΠΡ ωασ σολυβιλισεδ ιν 0.2% (ϖ/ϖ) 
Τριτον Ξ−100 βψ στιρρινγ ον ιχε φορ ονε ηουρ. Τηε ινσολυβλε παρτ ωασ ρεmοϖεδ βψ 
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χεντριφυγε ατ 100,000γ φορ 1 ηουρ. Τηε σολυβιλισεδ ΧΠΡ ωασ στορεδ ατ −80°Χ υντιλ 
πυριφιχατιον. 
2.5.2 Αφφινιτψ πυριφιχατιον οφ ΧΠΡ 
Τηε ρεχοmβιναντ ηυmαν ΧΠΡ ωασ πυριφιεδ βψ 2, 5−ΑDΠ αγαροσε. Τηε σολυβιλισεδ 
ΧΠΡ ωασ λοαδεδ ον 2, 5−ΑDΠ αγαροσε χολυmν, ωηιχη ωασ πρεϖιουσλψ εθυιλιβρατεδ 
ιν 50 mΜ Τρισ⋅ΗΧλ, πΗ 7.4, 20% γλψχερολ, 0.1 mΜ DΤΤ, 0.1% (ϖ/ϖ) Τριτον Ξ−100. 
Τηε αφφινιτψ χολυmν ωασ ωασηεδ ωιτη 10× βεδ ϖολυmε οφ τηε σαmε βυφφερ. ΧΠΡ ωασ 
ελυτεδ βψ 5 mΜ 2−ΑΜΠ, 50 mΜ Τρισ⋅ΗΧλ, πΗ 7.4, 20% γλψχερολ, 0.1 mΜ DΤΤ, 
0.1% (ϖ/ϖ) Τριτον Ξ−100. Τηε πυριφιεδ ΧΠΡ προτειν ωασ λοαδεδ ον τηε ΠD−10 χολυmν 
ανδ ελυτεδ βψ 20mΜ ποτασσιυm πηοσπηατε βυφφερ, πΗ 7.4, 20% γλψχερολ ασ δεσχριβεδ 
ιν σεχτιον 2.3.5. Τηε πυριφιεδ ΧΠΡ ωασ τηεν στορεδ ατ −80°Χ. 
2.5.3 Ασσαψ mετηοδ (ρεδυχτιον οφ χψτοχηροmε χ) 
Χψτοχηροmε Π450 ρεδυχτασε χαν ρεδυχε χψτοχηροmε χ ιν τηε πρεσενχε οφ ΝΑDΠΗ. 
Τηερεφορε, τηε αχτιϖιτψ οφ ΧΠΡ ισ δετερmινεδ βψ mεασυρινγ ρεδυχτιον οφ χψτοχηροmε χ 
(Στροβελ ανδ Γιγναm, 1978). Τηε σολυτιον χονταινινγ 300mΜ οφ ποτασσιυm 
πηοσπηατε βυφφερ, πΗ 7.7, 40µΜ οφ χψτοχηροmε χ ανδ τηε ΧΠΡ σαmπλε ωασ mαδε 
αχχορδινγ το τηε ρεφερενχε (Στροβελ ανδ Dιγναm 1978). Τηε ρεαχτιον ωασ σταρτεδ βψ 
αδδινγ ΝΑDΠΗ το τηε φιναλ χονχεντρατιον οφ 0.1mΜ.  Τηε αβσορβανχε ατ 550νm ωασ 
ρεχορδεδ. Τηε εξτινχτιον χοεφφιχιεντ οφ 21χm−1 mΜ−1 (Wιλλιαmσ ανδ Καmιν, 1962) ατ 
550νm ωασ υσεδ το χαλχυλατε τηε ρατε οφ ρεδυχτιον οφ χψτοχηροmε χ. 
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2.6 Εξπρεσσιον οφ ΧΨΠ4Α1 
2.6.1 Σπεχτροπηοτοmετερ mεασυρεmεντ 
2.6.1.1 Τηε Π450 ασσαψ 
Τηε χοντεντ οφ Π450 ωασ δετερmινεδ βψ υσινγ Οmυρα ανδ Σατοσ mετηοδ. (Οmυρα 
ανδ Σατα, 1964) Τηε σαmπλε ωασ διλυτεδ το 2mλ ωιτη 20mΜ ποτασσιυm πηοσπηατε 
βυφφερ (πΗ 7.5), 20% γλψχερολ. Α φεω mιλλιγραmσ οφ σοδιυm διτηιονιτε ωερε αδδεδ το 
τηε σολυτιον το ρεδυχε τηε ιρον ιν Π450. Τηε σαmπλε ωασ ινχυβατεδ ατ ροοm 
τεmπερατυρε φορ 1 mινυτε το περmιτ τηε ρεαχτιον το φινιση. Τηεν τηε σολυτιον ωασ 
διϖιδεδ ιντο εθυαλ αmουντσ, τηε σαmπλε ανδ ρεφερενχε. Τηε βασελινε ωασ ρεχορδεδ βψ 
σχαννινγ σαmπλεσ φροm 400νm το 500νm. Τηε σαmπλε χυϖεττε ωασ τακεν ουτ ανδ τηε 
σαmπλε σολυτιον ωασ γεντλψ αερατεδ ωιτη χαρβον mονοξιδε (ΧΟ) φορ ονε mινυτε. Τηε 
Π450−ΧΟ χοmπουνδ ωασ σχαννεδ αγαιν φροm 400νm το 500νm. Τηε χονχεντρατιον οφ 
Π450 ωασ χαλχυλατεδ βψ υσινγ εξτινχτιον χοεφφιχιεντ οφ 91mΜ−1⋅χm−1 (Οmυρα ετ αλ., 
1964) 
2.6.1.2 Τηε αβσολυτε σπεχτρυm ανδ συβστρατε βινδινγ διφφερενχε σπεχτρυm 
Τηε αβσολυτε σπεχτρυm ωασ οβταινεδ βψ σχαννινγ Π450 φροm 350νm το 600νm. 
20mΜ ποτασσιυm πηοσπηατε βυφφερ (πΗ 7.5) ωιτη 20% γλψχερολ ωασ υσεδ ασ τηε 
ρεφερενχε.   
Τηε διφφερενχε σπεχτρα βετωεεν Π450 ωιτη ανδ ωιτηουτ συβστρατε ωασ ρεχορδεδ 
αχχορδινγ το τηε ρεφερενχε (ϑεφχοατε 1978). Λαυριχ αχιδ ανδ δοδεχψλτριmετηψλ−
αmmονιυm βροmιδε ωερε υσεδ ασ τηε συβστρατεσ. Τηε στρυχτυρεσ οφ συβστρατεσ αρε 
σηοων ιν Φιγυρε 2−1.  
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Φιγυρε 2−1. Στρυχτυρεσ οφ λαυριχ αχιδ ανδ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε. 
Λαυριχ αχιδ χαρριεσ τηε χαρβοξψλ γρουπ ανδ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε χαρριεσ τηε ποσιτιϖελψ 
χηαργεδ αmινε γρουπ. Βοτη συβστρατεσ χονταιν α τωελϖε−χαρβον χηαιν. 
 
Συβστρατεσ υσεδ ιν τηισ εξπεριmεντ ωερε δισσολϖεδ ιν σολϖεντ σηοων ιν Ταβλε 2−3.  
Ταβλε 2−3. Συβστρατεσ δισσολϖεδ ιν σολϖεντσ 
Συβστρατεσ Σολϖεντ 
Λαυριχ αχιδ Dιmετηψλσυλφοξιδε (DΜΣΟ) 
Dοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε ΥΗΠ ωατερ 
 
Βοτη τηε Π450 σολυτιον ανδ πηοσπηατε βυφφερ (20mΜ ποτασσιυm πηοσπηατε βυφφερ, πΗ 
7.5, 20% γλψχερολ) ωερε διϖιδεδ ιντο τωο χυϖεττεσ. Τηε συβστρατε, λαυριχ αχιδ, ωασ 
τιτρατεδ ιντο τηε Π450 σολυτιον ιν τηε σαmπλε χελλ ανδ πηοσπηατε βυφφερ ιν τηε 
ρεφερενχε χελλ (σεε Φιγυρε 2−2).   Τηε τοταλ ϖολυmε χηανγε ωασ κεπτ ατ λεσσ τηαν 1%. 
Τηε σπεχτρυm ωασ τηεν ρεχορδεδ βψ σχαννινγ φροm 350νm το 500νm. Τηε προχεδυρε 
ωασ τηεν ρεπεατεδ υσινγ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε ασ τηε συβστρατε. 
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Φιγυρε 2−2. Μεασυρεmεντ οφ διφφερενχε σπεχτρα οφ συβστρατε βινδινγ.  
Τηε χυϖεττεσ χονταινινγ Π450 αρε γρεψ; χυϖεττεσ χονταινινγ ποτασσιυm πηοσπηατε βυφφερ βυφφερ ωιτη 
20% γλψχερολ αρε ωηιτε. Τηε συβστρατεσ αρε αδδεδ ιν σαmπλε ανδ ρεφερενχε ασ σηοων βψ αρροωσ. 
 
Τηε Κσ (σπεχτραλ δισσοχιατιον χοεφφιχιεντ) ϖαλυεσ οφ συβστρατεσ βινδινγ το Π450σ ωερε 
χαλχυλατεδ φροm τηε διφφερεντ αβσορβανχε βετωεεν τηε τρουγη (αρουνδ 390νm) ανδ τηε 
πεακ (αρουνδ 420νm).   
Κσ ωασ δεφινεδ ασ βελοω (Αλτερmαν et al. 1995; Χηαυρασια et al. 1995). 
Κσ=[Ε][Σ]/[ΕΣ]  
[Ε]: τηε χονχεντρατιον οφ τηε φρεε ενζψmε, 
[Σ]: τηε χονχεντρατιον οφ τηε φρεε συβστρατε,  
[ΕΣ]: τηε χονχεντρατιον οφ ενζψmε ανδ συβστρατε χοmπλεξ 
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Κσ ϖαλυεσ ωερε δετερmινεδ βψ φιττινγ τηε εθυατιον, Ψ=α∗Ξ/(Κσ+Ξ), ωιτη τηε 
ασσυmπτιον τηατ τοταλ συβστρατε χονχεντρατιον ισ mυχη ηιγηερ τηαν Π450 χονχεντρατιον. 
(Αλτερmαν et al. 1995; Χηαυρασια et al. 1995) 
Ψ: Α390−Α420 
Ξ: τηε χονχεντρατιον οφ συβστρατε  
2.6.2 Εξπρεσσιον οφ ΧΨΠ4Α1 
Οωινγ το τηε διφφιχυλτψ οφ εξπρεσσινγ ΧΨΠ ιν α βαχτεριαλ σψστεm, τηε Ν−τερmιναλ 
σεθυενχε οφ ΧΨΠ ωασ οφτεν mοδιφιεδ. Τηε νεω στρατεγψ το εξπρεσσ Π450 ιν E.coli. 
ωασ δεϖελοπεδ βψ υσινγ φυσιον προτειν οφ ΟmπΑ ωιτη ΧΨΠ (Πριτχηαρδ et al. 1997). 
Τηισ στρατεγψ χουλδ mινιmισε τηε χηανγε οφ σεθυενχε. Ιτ ωασ συπποσεδ το γιϖε τηε 
ηιγη λεϖελ εξπρεσσιον βεχαυσε 1) ΟmπΑ ωασ ονε οφ αβυνδαντ προτειν ιν E.coli, ωηιχη 
ωασ εασψ το βε εξπρεσσεδ, 2) ΟmπΑ αλσο ωασ τηε σιγναλ προτειν τηατ χουλδ λεαδ τηε 
ταργετ προτειν το τηε περιπλασm το αϖοιδ προτεολψσισ (Πριτχηαρδ et al. 1997).  Ιν ορδερ το 
οβταιν ενουγη ΧΨΠ4Α1, τηε ΟmπΑ−ΧΨΠ4Α1 φυσιον σψστεm ωασ χονστρυχτεδ το 
εξπρεσσ ρεχοmβιναντ ΧΨΠ4Α1 ιν E.coli.  
2.6.2.1 Χονστρυχτιον οφ τηε πλασmιδ πΓΕΜ−Τ.ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ 
OmpA φραγmεντ ωασ οβταινεδ φροm ϑΜ109 χηροmοσοmε βψ ΠΧΡ. Τηε πριmερσ αρε 
σηοων βελοω. Τηε Nde I σιτε ιν τηε λεφτ πριmερ ανδ Sac I σιτε ιν τηε ριγητ πριmερ αρε 
υνδερλινεδ. 
ΟmπΑ−Λεφτ (Φορωαρδ): ΓΓΑΑΤΤΧΧΑΤΑΤΓΑΑΑΑΑΓΑΧΑΓΧΤΑΤΧΓΧΓ 
ΟmπΑ−Ριγητ (Ρεϖερσε): ΓΑΓΧΤΧΓΧΓΓΧΧΤΓΧΓΧΤΑΧΓΓΤΑΓΧΓΑ  
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Τηε ΠΧΡ ωασ πρεφορmεδ ιν πρεσεντ οφ pfu. Τηε χψχλεσ ωερε φολλοωσ: 94°Χ φορ 1 
mινυτε, 50°Χ φορ 1mιντυε ανδ 72°Χ φορ 1 mινυτε φορ 25 χψχλεσ. Τηε αππροξιmατε 
70βπ ΠΧΡ προδυχτ ωασ χλονεδ ιν πΓΕΜ−Τ πλασmιδ. 
ΧΨΠ4Α1 DΝΑ φραγmεντ ωασ αmπλιφιεδ φροm ΧΨΠ4Α1 χDΝΑ βψ ΠΧΡ. Τηε πριmερσ 
αρε σηοων βελοω. Τηε Sac I σιτε ιν τηε φορωαρδ πριmερ ανδ Nde I σιτε ιν τηε ρεϖερσε 
πριmερ αρε υνδερλινεδ. 
5ΧΨΠ4Α1(Φορωαρδ): ΑΤΓΑΓΧΓΤΧΤΧΤΓΧΑΧΤΓΑΓΧΤΧΧΑΧΧΧΓΧ 
3ΧΨΠ4Α1(Ρεϖερσε):  ΑΤΤΤΧΓΓΑΓΧΤΧΧΑΧΑΤΧΑΧΑΤΑΤΓΓΤΓΓΑΓΧΤΤΧΤΤ 
                                     ΓΑ 
Τηε ΠΧΡ προδυχτ οφ αππροξιmατε 1500βπ ωασ χλονεδ ιν πΓΕΜ−Τ εασψ πλασmιδ.  
Τηε πλασmιδ πΓΕΜ−Τ Εασψ χονταινινγ ΧΨΠ4Α1 χDΝΑ ωασ διγεστεδ βψ Nde I, 
ωηιχη προδυχεδ τηε ΑΤ ανδ ΤΑ ηανγσ. Τηε σψντηετιχ ολιγοσ χονταινινγ (Ηισ)6 ταγ ανδ 
Xba I σιτε (σεε βελοω) ωερε ινσερτεδ ιντο τηε Nde I σιτε. Σιξ−ηιστιδινε ταγ ισ σηοων ιν 
βολδ ανδ Xba I σιτε ισ υνδερλινεδ.  
ΤΑΤΤΧΑΧΧΑΤΧΑΧΧΑΤΧΑΧΧΑΤΤΓΑΤΧΤΑΓΑ 
     ΑΑΓΤΓΓΤΑΓΤΓΓΤΑΓΤΑΓΤΑΑΧΤΑΓΑΤΧΤΑΤ 
Τηε φραγmεντ οφ CYP4A1 ωιτη (Ηισ) 6 ταγ DΝΑ (CYP4A1.HT) ωασ λιφτεδ φροm 
πλασmιδ πΓΕΜ−Τ Εασψ/ΧΨΠ4Α1.ΗΤ βψ Sac I διγεστ. Τηισ αππροξιmατε 1500βπ 
CYP4A1.HT φραγmεντ ωασ γελ−πυριφιεδ ασ δεσχριβεδ ιν σεχτιον 2.2.8, ανδ ινσερτεδ ιν 
τηε Sac I σιτε οφ πΓΕΜ−Τ/ΟmπΑ πλασmιδ. Τηε στρατεγψ οφ χονστρυχτινγ πΓΕΜ−
Τ/ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ πλασmιδ ισ σηοων ιν Φιγυρε 2−3. 
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Φιγυρε 2−3. Χονστρυχτιον οφ πλασmιδ πΓΕΜ−Τ.ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ.  
Τηε OmpA σεθυενχε ισ δετερmινεδ βψ τηε ρεδ φιλλινγ. Σιξ Ηιστιδινε ταγ ισ δετερmινεδ βψ τηε βλυε 
φιλλινγ. CYP4A1 χDΝΑ ισ δετερmινεδ βψ τηε βλαχκ φιλλινγ. Nde I, Sac I ανδ Xba I σιτεσ αρε λαβελλεδ. Τηε 
στοπ χοδε ιν σιξ−ηιστιδινε ταγ ολιγο ισ σηοων ασ τηε σταρ. 
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2.6.2.2 Συβχλονινγ: Χονστρυχτιον οφ πΧWορι
+
/ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ πλασmιδ 
Τηε πλασmιδ πΓΕΜ−Τ χονταινινγ OmpA.4A1.HT (ΧΨΠ4Α1 χDΝΑ ωιτη τηε OmpA 
λεαδερ σεθυενχε ανδ α Χ−τερmιναλ σιξ ηιστιδινε ταγ) ανδ τηε πλασmιδ πΧWορι+ 
χονταινινγ τηε Ν−τερmιναλλψ mοδιφιεδ ΧΨΠ4Α1 ωερε διγεστεδ ωιτη Nde I ανδ Xba I. 
Τηε ρεαχτιον προδυχτσ ωερε σεπαρατεδ βψ ελεχτροπηορεσισ ον α 1% ΤΑΕ αγαροσε γελ. 
Γελ χονταινινγ τηε αππροξιmατε 6000βπ DΝΑ φραγmεντ φροm πΧWορι+ ανδ τηε 
αππροξιmατε 1600βπ φραγmεντ φροm πΓΕΜ−Τ ωερε εξχισεδ ανδ πλαχεδ ιν χλεαν 
εππενδορφ τυβεσ.  
DΝΑ φραγmεντσ ωερε πυριφιεδ βψ GENECLEAN II kit (BIO 101 inc.)  ασ 
δεσχριβεδ ιν σεχτιον 2.2.8.1. Τηε DΝΑ φραγmεντσ ωερε λιγατεδ υσινγ Τ4 λιγασε. Τηε 
λιγατιον mιξτυρε ωασ ινχυβατεδ ατ 4°Χ φορ 21 ηουρσ. Τηε mιξτυρε ωασ διρεχτλψ 
τρανσφερρεδ ιντο ΣΧΣ110 χοmπετεντ χελλσ. 
Τηε δεσιρεδ πλασmιδ ωασ ιδεντιφιεδ βψ Sac I διγεστ (Φιγυρε 2−4). Τηε OmpA σεθυενχε 
ωασ χονφιρmεδ βψ DΝΑ σεθυενχινγ. 
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Φιγυρε 2−4.  Χονστρυχτιον οφ πΧWορι
+
.OmpA.4A1.HT πλασmιδ.  
Τηε OmpA.4A1.HT σεθυενχε ισ δετερmινεδ βψ τηε βλαχκ φιλλινγ. Τηε OmpA.4A1.HT φραγmεντ ωασ 
οβταινεδ βψ Nde I ανδ Xba I δουβλε διγεστ, ανδ τηεν συβχλονεδ ιντο τηε πλασmιδ πΧWορι+. Τηε νεω 
πλασmιδ (πΧWορι+.OmpA.4A1.HT) χονταινσ τηε νεω Sac I σιτε φροm τηε OmpA.4A1.HT σεθυενχε. 
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2.6.2.3 Εξπρεσσιον ανδ πυριφιχατιον οφ ΟmπΑ.ΧΨΠ4Α1.ΗΤ 
Τηε πλασmιδ πΧWορι+/ΟmπΑ.ΧΨΠ4Α1.ΗΤ ωασ πρεπαρεδ βψ ΘΙΑΓΕΝ−τιπ 500 κιτ ασ 
δεσχριβεδ ιν σεχτιον 2.2.4.3. Τηε πλασmιδ ωασ τρανσφορmεδ ιντο E.coli. Α φρεση 
τρανσφορmεδ χολονψ ωασ πιχκεδ ανδ ινοχυλατεδ ιντο 5mλσ οφ ΛΒ χονταινινγ 100µγ/mλ 
Αmπ. Τηε σατυρατεδ οϖερνιγητ χυλτυρε (0.05%, ϖ/ϖ) ωασ ινοχυλατεδ ιντο ΤΒ ορ ΛΒ 
βροτη ανδ γροων ατ 37°Χ υντιλ τηε ΟD600 ρεαχηεδ 0.1. Ατ τηισ ποιντ, δ−ΑΛΑ ωασ 
αδδεδ ιντο τηε χυλτυρε. Wηεν τηε ΟD600 ωασ 0.3 το 0.6, ΙΠΤΓ ωασ αδδεδ το ινδυχε 
εξπρεσσιον. Τηε χελλσ ωερε ινχυβατεδ ατ 28°Χ βψ σηακινγ ατ 120ρπm υντιλ ηαρϖεστεδ. 
Τηε χηοιχε οφ ηοστ χελλσ (ΞΛ−1 ανδ ϑΜ−109), ινδυχτιον τιmε (17, 24, 41 ανδ 48 
ηουρσ), τηε χονχεντρατιον οφ ΙΠΤΓ (0.1mΜ ανδ 1mΜ) ανδ δ−ΑΛΑ (0, 80, 160 ανδ 
300µγ/mλ) ωερε οπτιmισεδ. 
Βαχτερια ωερε ηαρϖεστεδ βψ χεντριφυγατιον ατ 6,000ρπm φορ 20 mινυτεσ, ανδ τηε πελλετ 
ωασ συσπενδεδ ιν 40mλ βυφφερ Α (100mΜ Τρισ⋅ΗΧλ πΗ 7.8, 0.5mΜ ΕDΤΑ πΗ 8.0, 
20% γλψχερολ, 1mΜ ΠΜΣΦ, 1µγ/mλ απροτινιν ανδ 1mΜ DΤΤ). Λψσοζψmε (10mγ/mλ) 
ωασ αδδεδ το τηε συσπενσιον το φιναλ χονχεντρατιον 0.5mγ/mλ. Τηε σολυτιον ωασ 
γεντλψ στιρρεδ ον ιχε φορ 1 ηουρ, ανδ τηεν χεντριφυγεδ ατ 6000ρπm φορ 30 mινυτεσ. Τηε 
πελλετ ωασ ρεσυσπενδεδ ιν 30mλ σονιχατιον βυφφερ (10mΜ Τρισ⋅ΗΧλ πΗ 7.4, 0.1mΜ 
ΕDΤΑ, 1mΜ ΠΜΣΦ, 1µγ/mλ απροτινιν ανδ 10% γλψχερολ), ανδ σονιχατεδ φορ 8×30 
σεχονδσ. Τηε χελλ δεβρισ ανδ υνβροκεν χελλσ ωερε ρεmοϖεδ βψ χεντριφυγατιον ατ 
12,000ρπm φορ 20 mινυτεσ. 
Τηε πελλετ ωασ ρεσυσπενδεδ ιν σονιχατιον βυφφερ ανδ σονιχατεδ αγαιν. Τηε χοmβινεδ 
12,000γ συπερναταντ ωερε χεντριφυγεδ ατ 100,000γ φορ 1 ηουρ. Τηε mεmβρανε πελλετ 
ωασ συσπενδεδ ιν 0.1Μ ποτασσιυm πηοσπηατε βυφφερ (πΗ 7.4) βυφφερ ωιτη 20% 
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γλψχερολ. Τηε Π450 ωασ σολυβιλισεδ ιν δετεργεντ βψ γεντλψ στιρρινγ φορ 1 ηουρ. Τηε υσε 
οφ δετεργεντ ωασ οπτιmισεδ. Τηε δεβρισ ωασ ρεmοϖεδ βψ χεντριφυγατιον ατ 100,000γ 
φορ 1ηουρ. Τηε συπερναταντ χονταινινγ Π450 ωασ στορεδ ατ −80°Χ υντιλ πυριφιεδ. 
Τηε σολυβιλισεδ Π450 ωασ πυριφιεδ βψ νιχκελ αφφινιτψ ρεσιν ασ δεσχριβεδ ιν σεχτιον 
2.3.4. Τηε βυφφερσ, ωηιχη ωερε υσεδ ιν πυριφιχατιον οφ ΧΨΠ4Α1, ωερε σηοων ιν Ταβλε 
2−4 ανδ Ταβλε 2−5.    
Ταβλε 2−4. Τηε χοmπονεντσ οφ βυφφερ οφ πυριφιχατιον βψ ΗισΒινδ ρεσιν 
 Χοmπονεντσ∗ 
Βινδ Βυφφερ 5mΜ ιmιδαζολε, 500mΜ ΝαΧλ, 20mΜ Τρισ⋅ΗΧλ πΗ 8.0  
Wαση Βυφφερ 75mΜ ιmιδαζολε, 500mΜ ΝαΧλ, 20mΜ Τρισ⋅ΗΧλ πΗ 8.0  
Ελυτε Βυφφερ 750mΜ ιmιδαζολε, 500mΜ ΝαΧλ, 20mΜ Τρισ⋅ΗΧλ πΗ 8.0  
∗Αλλ βυφφερσ χονταινεδ 20% γλψχερολ (ϖ/ϖ) ανδ 0.1% (ϖ/ϖ) Εmυλγεν 913 
Ταβλε 2−5. Τηε χοmπονεντσ οφ βυφφερ οφ πυριφιχατιον βψ Νι−ΝΤΑ ΗισΒινδ ρεσιν 
 Χοmπονεντσ∗ 
Βινδ Βυφφερ 10mΜ ιmιδαζολε, 300mΜ ΝαΧλ, 50mΜ ΝαΗ2ΠΟ4, πΗ 8.0  
Wαση Βυφφερ 20mΜ ιmιδαζολε, 300mΜ ΝαΧλ, 50mΜ ΝαΗ2ΠΟ4, πΗ 8.0 
Ελυτε Βυφφερ 250mΜ ιmιδαζολε, 300mΜ ΝαΧλ, 50mΜ ΝαΗ2ΠΟ4, πΗ 8.0 
∗Αλλ βυφφερσ χονταινεδ 20% γλψχερολ (ϖ/ϖ) ανδ 0.1% (ϖ/ϖ) Εmυλγεν 913 
Τηε φραχτιονσ ωερε χηεχκεδ βψ 10% ΣDΣ−ΠΑΓΕ. Τηε φραχτιονσ χονταινινγ πυρε 
ΧΨΠ4Α1 ωερε χοmβινεδ. Τηε σαλτ ανδ ιmιδαζολε ωερε ρεmοϖεδ βψ ΠD−10 χολυmν 
(Πηαρmαχια). Τηε πυριφιεδ Π450 ωασ στορεδ ιν 20mΜ ποτασσιυm πηοσπηατε βυφφερ (πΗ 
7.4) ωιτη 20% γλψχερολ ατ −80°Χ φορ φυτυρε αναλψσισ.  
2.7 Χονστρυχτιον οφ mυταντσ οφ ΧΨΠ4Α1 
2.7.1 Σιτε−διρεχτεδ mυταγενεσισ 
Τηε ΓενεΕδιτορΤΜ in vitro Σιτε−Dιρεχτεδ Μυταγενεσισ σψστεm (Προmεγα) ωασ υσεδ το 
γενερατε mυτατιονσ. Τηισ σψστεm προϖιδεδ σελεχτιον ολιγονυχλεοτιδεσ τηατ mοδιφψ τηε 
αmπιχιλλιν ρεσιστανχε γενε ανδ ρεσυλτ ιν τηε ρεσιστανχε το ΓενεΕδιτορΤΜ Αντιβιοτιχ 
Μινγ Θι Φαν                                           2 Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ 
  
 
− 75 − 
Σελεχτιον Μιξ. Τηε Σελεχτιον Ολιγονυχλεοτιδε ισ αννεαλεδ το τηε πλασmιδ τεmπλατε ατ 
τηε σαmε τιmε ασ α mυταγενιχ ολιγονυχλεοτιδε. Τηερεφορε, α ηιγη φρεθυενχψ οφ 
mυταντσ ισ οβταινεδ βψ σελεχτιον οφ Αντιβιοτιχ Μιξ ρεσιστανχε.  
Τηε προχεδυρε οφ mυταγενεσισ ωασ περφορmεδ αχχορδινγ το τηε mανυφαχτυρερσ 
ινστρυχτιον. Τηε DΝΑ τεmπλατε ωασ πρεπαρεδ βψ ΘΙΑπρεπ Μινιπρεπ σψστεm (Θιαγεν) 
ασ δεσχριβεδ ιν σεχτιον 2.2.4.2. Τηε πλασmιδ τεmπλατε ωασ χηοσεν ασ ιν Ταβλε 2−6.  
Ταβλε 2−6. Τεmπλατεσ φορ mυταντσ 
Μυταντσ Τεmπλατεσ 
Κ93Ε πΓΕΜ−11/4Α1 
Φ149Ψ πΓΕΜ−Τ Εασψ/4Α1 
Φ149Ι πΓΕΜ−11/4Α1 
Ρ87Ε πΧWορι+/ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ 
Ρ87Ε/Κ93Ε πΧWορι+/ΟmπΑ.Κ93Ε.ΗΤ 
Ρ87W/Κ93Ε πΧWορι+/ΟmπΑ.Κ93Ε.ΗΤ 
Ν116Ε πΧWορι+/ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ 
Ν116Ε/Κ93Ε πΧWορι+/ΟmπΑ.Κ93Ε.ΗΤ 
Η141Ρ πΧWορι+/ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ 
Η141Φ πΧWορι+/ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ 
Η141Λ πΧWορι+/ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ 
Ρ142Α πΧWορι+/ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ 
Ρ143Α πΧWορι+/ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ 
 
Τηε δουβλε στρανδεδ πλασmιδ DΝΑ ωασ δενατυρεδ βψ αλκαλινε τρεατmεντ. Τηε ρεαχτιον 
ωασ σετ υπ ιν τηε εππενδορφ ασ σηοων ιν Ταβλε 2−7. 
Ταβλε 2−7. Dενατυρατιον οφ τηε πλασmιδσ 
δσDΝΑ τεmπλατε 10µλ (0.5πmολ) 
2Μ ΝαΟΗ, 2mΜ ΕDΤΑ 2µλ 
Στεριλε, δειονισεδ ωατερ 8µλ 
 
Τηε mιξτυρε ωασ ινχυβατεδ ατ ροοm τεmπερατυρε φορ 5−10 mινυτεσ. 2µλ οφ 2Μ 
αmmονιυm αχετατε (πΗ 4.6) ωασ αδδεδ το τηε εππενδορφ τηεν 75µλ οφ 100% ετηανολ 
ωασ αδδεδ το πρεχιπιτατε DΝΑ. Τηε εππενδορφ ωασ ινχυβατεδ ατ 80°Χ φορ 30 
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mινυτεσ. Τηε δενατυρεδ DΝΑ ωασ ρεχοϖερεδ βψ χεντριφυγατιον ατ 14,000ρπm φορ 15 
mινυτεσ ατ 4°Χ. Τηε συπερναταντ ωασ ρεmοϖεδ ανδ τηε πελλετ ωασ ωασηεδ υσινγ 200µλ 
οφ 70% ετηανολ. Τηε εππενδορφ ωασ αγαιν χεντριφυγεδ ατ 14,000ρπm φορ 15 mινυτεσ 
αγαιν. Τηε ετηανολ ωασ δραινεδ ανδ τηε πελλετ ωασ αιρ−δριεδ. Τηε DΝΑ ωασ 
ρεσυσπενδεδ ιν 100µλ οφ ΤΕ βυφφερ (πΗ 8.0) ανδ στορεδ ατ −20°Χ. Τηε δενατυρεδ DΝΑ 
χουλδ βε αναλψσεδ ον αν αγαροσε γελ βεχαυσε τηε δενατυρεδ, σινγλε−στρανδεδ DΝΑ 
ωιλλ ρυν φαστερ τηαν νον−δενατυρεδ, δουβλε−στρανδεδ DΝΑ, ανδ δενατυρεδ DΝΑ 
αππεαρσ mορε σmεαρεδ. 
Τηε ηψβριδισατιον ρεαχτιον ωασ σετ υπ ασ δεσχριβεδ ιν Ταβλε 2−8. Τηε mυταγενιχ 
ολιγο−νυχλεοτιδεσ ωερε δεσιγνεδ το ηψβριδισε το ειτηερ χοδινγ ορ νον−χοδινγ στρανδ οφ 
δενατυρεδ πλασmιδσ ωερε λιστεδ ιν Ταβλε 2−9.  
Ταβλε 2−8. Τηε ηψβριδισατιον ρεαχτιον 
Τεmπλατε DΝΑ 5µλ 
Σελεχτιον Ολιγονυχλεοτιδε, 5−πηοσπηορψλατεδ 1µλ 
Μυταγενιχ ολιγονυχλεοτιδε, 5−πηοσπηορψλατεδ ςαριουσ 
10× Αννεαλινγ βυφφερ∗ 2µλ 
Στεριλε, δειονισεδ ωατερ Το α φιναλ ϖολυmε οφ 20µλ  
     ∗10× Αννεαλινγ Βυφφερ: 200mΜ Τρισ⋅ΗΧλ (πΗ 7.5), 100mΜ ΜγΧλ2, 500mΜ ΝαΧλ 
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Ταβλε 2−9. Τηε ολιγονυχλεοτιδεσ φορ mυταγενεσισ 
 Μυταγενιχ ολιγονυχλεοτιδεσ∗ 
Ρ87Ε (νον−χοδινγ)1 ΧΑΑΤΤΑΑΓΤΑαΓΧΤΤΤΓΧΤΤΧΧΧΧΑΓΑΑΧΧΑττχΑΓΓΑΑΑΓΓ 
Ρ87Ε/Κ93Ε (νον−χοδινγ)2 ΧΑΑΤΤΑΑΓΤΑαΓΧΤΤχΓΓΑΤΧΧΧΧΑΓΑΑΧΧΑττχΑΓΓΑΑΑΓΓ 
Ρ87W/Κ93Ε (χοδινγ)2 ΧΧΑΑΓΤΓΧΧΤΤΤΧΧΤτγγΤΓΓΤΤΧΤΓΓΓΓΑτχΧγααΓΧτΤΑΧΤΤΑ
ΑΤΤΓΤΧΤΑΤΓ 
Η141Ρ (χοδινγ)3 ΧΧΓΤΓΓΤΤΧΧΑΓχγτΧΓΓΧΓΑΑΤΓΧΤΑΑΧΧ  
Η141Λ (χοδινγ)3 ΧΧΓΤΓΓΤΤΧΧΑΓχτγΧΓΓΧΓΑΑΤΓΧΤΑΑΧΧ  
Η141Φ (νον−χοδινγ)4 ΓΓΤΤΑΓΧΑΤΤΧΓΧΧΓαααΧΤΓΓΑΑΧΧγΤΓΓΤΤΧΤΧΧ  
Ρ142Α (νον−χοδινγ)4 ΓΓΤΤΑΓΧΑΤΑΧΓαγχΓΤΓΧΤΓΓΑΑΧΧαΤΓΓΤΤΓΤΧΧ 
Ρ143Α (νον−χοδινγ)4 ΓΓΤΤΑΓΧΑΤαγχΧΧΓΓΤΓΧΤΓΓΑΑΧΧαΤΓΓΤΤΓΤΧΧ  
Ν116Ε/Κ93Ε  
(νον−χοδινγ)4 
ΧΧΑΤΑΤΧΧΓΑΤΧΧαΤΓΓΑΓΧΤΑΓΧΑΑΤΧΤΓΤΑΓΑΧΓΧΧττχΓΓ
ΧΧΤΤΤΓΓ 
Ν116Ε (νον−χοδινγ)5 ΓΧΑΑΤΧΤΓΤΑΓΑΧΓΧΧττχΓΓΧΧΤΤΤΓΓΑΤΧχγΑΤΧΓΧΧΧΓ 
Κ93Ε (νον−χοδινγ)5 ΧΑΑΤΤΑΑΓΤΑΓΓΧΤΤχΓΓΑΤΧΧΧΧΑΓΑΑΧΧ 
Φ149Ψ (νον−χοδινγ)6 ΓΓΤΤΤΧΑΓγΑΤαΤΧΑΤΑΓΤΓΓΑτΓΓΧΤΓΓΓΓΤΤΑΓΧ 
Φ149Ι (νον−χοδινγ)6 ΓΓΤΤΤΧΑΓγΑΤαΤΧΑΤΑΓΤΓΓταΓΓΧΤΓΓΓΓΤΤΑΓΧ 
∗ Τηε νυχλεοτιδεσ τηατ αρε διφφερεντ φροm ωιλδ τψπε αρε σηοωεδ βψ σmαλλ λεττερσ. Τηε mυτατιονσ αρε 
υνδερλινεδ. 
1 Τηε νοϖελ ρεστριχτιον ενζψmε (Hind III: ΑΑΓΧΤΤ) σιτεσ ιντροδυχεδ βψ σιλεντ mυτατιον ισ ιν βολδ.  
2 Τηε νοϖελ ρεστριχτιον ενζψmε (Hind III: ΑΑΓΧΤΤ, BamH I: ΓΓΑΤΧΧ) σιτεσ αρε             
ιν βολδ.  
3 Τηε SgrA I σιτε (ΧΠυΧΧΓΓΠψΓ) ιν ωιλδ τψπε ωασ ελιmινατεδ ιν mυταντσ. 
4 Τηε νοϖελ Nco I σιτε (ΧΧΑΤΓΓ) ιντροδυχεδ βψ σιλεντ mυτατιον ισ ιν βολδ. 
5 Τηε νοϖελ BamH I σιτε (ΓΓΑΤΧΧ) ισ ιν βολδ. 
6 Τηε νοϖελ EcoR V σιτε (ΓΑΤΑΤΧ) ισ ιν βολδ. 
 
Τψπιχαλλψ, τηρεε ρεαχτιονσ ωερε χαρριεδ ουτ ατ τηε σαmε τιmε. Εαχη ρεαχτιον χονταινεδ 
α διφφερεντ αmουντ οφ mυταγενιχ ολιγονυχλεοτιδε (εγ. 2µλ, 4µλ, 6µλ). 2 λιτρεσ οφ ωατερ 
ωερε ηεατεδ ιν α mιχροωαϖε οϖεν το αρουνδ 90°Χ. Τηε ρεαχτιον mιξτυρεσ ωερε 
ινχυβατεδ ιν τηε ηοτ ωατερ ανδ τηεν τηεσε ωερε αλλοωεδ το χοολ δοων το 37°Χ ατ ροοm 
τεmπερατυρε. Ονχε τηε τεmπερατυρε χοολεδ το 37°Χ, τηεν τηε φολλοωινγ χοmπονεντσ 
ωερε αδδεδ ιν τηε ορδερ λιστεδ ιν Ταβλε 2−10. 
Ταβλε 2−10. Τηε σψντηεσισ ρεαχτιον οφ mυταντσ 
 Στεριλε, δειονισεδ ωατερ 5µλ 
10× Σψντηεσισ Βυφφερ∗ 1µλ 
Τ4 DΝΑ Πολψmερασε  1µλ (5−10υ) 
Τ4 DΝΑ λιγασε 1µλ (1−3υ) 
Φιναλ ϖολυmε 30µλ 
          ∗10× Σψντηεσισ Βυφφερ: 100mΜ Τρισ⋅ΗΧλ (πΗ 7.5), 5mΜ δΝΤΠσ, 10mΜ ΑΤΠ, 20mΜ DΤΤ 
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Τηε εππενδορφσ ωερε ινχυβατεδ ατ 37°Χ φορ 90 mινυτεσ, ανδ τηεν κεπτ ον ιχε υντιλ 
τρανσφορmατιον. ΒΜΗ 71−18 mυτΣ χοmπετεντ χελλσ ωερε υσεδ φορ αν ινιτιαλ 
τρανσφορmατιον το ενηανχε τηε εφφιχιενχψ οφ mυταγενεσισ βεχαυσε τηε mυτΣ στραιν 
χουλδ ρεδυχε τηε χηανχε οφ ρεπαιρινγ mισmατχη ιν βαχτερια. Τηε χοmπετεντ χελλσ ωερε 
τηαωεδ ον ιχε ανδ τρανσφερρεδ ιντο α πρε−χηιλλεδ εππενδορφ. Τψπιχαλλψ, 5µλ οφ 
mυταγενεσισ ρεαχτιον ωασ αδδεδ ιντο 50µλ ΒΜΗ 71−18 mυτΣ χοmπετεντ χελλσ. Τηε 
τρανσφορmατιον ωασ δεσχριβεδ ιν σεχτιον 2.2.10. 950µλ οφ ΛΒ ωασ αδδεδ ιντο τηε χελλσ 
ανδ ινχυβατεδ ατ 37°Χ φορ 1 ηουρ. 1mλ οφ mιξτυρε ωασ τρανσφερρεδ ιντο τηε τυβε, ανδ 
4mλ οφ ΛΒ χονταινινγ 50µλ ΓενεΕδιτορΤΜ Αντιβιοτιχ Σελεχτιον Μιξ ωασ αδδεδ. Τηε 
χυλτυρε ωασ ινχυβατεδ ατ 37°Χ ωιτη σηακινγ (220ρπm) φορ 16−18 ηουρσ. 
Τηε DΝΑ πλασmιδ φροm οϖερνιγητ χυλτυρε ωασ πυριφιεδ βψ ΘΙΑπρεπ Μινιπρεπ 
(Θιαγεν). 5−10νγ οφ πλασmιδ DΝΑ ωασ τρανσφερρεδ ιντο 50µλ οφ ϑΜ109 χοmπετεντ 
χελλσ. 100−200µλ οφ χελλσ ωερε σπρεαδ ον τωο ΛΒ πλατεσ χονταινινγ 190µλ 
ΓενεΕδιτορΤΜ Αντιβιοτιχ Σελεχτιον Μιξ ανδ 50µλ οφ 100mγ/mλ αmπιχιλλιν ιν 50mλ ΛΒ 
αγαρ. Τηε πλατεσ ωερε ινχυβατεδ ατ 37°Χ οϖερνιγητ. Χολονιεσ ωερε πιχκεδ φροm τηε 
πλατεσ ανδ ινοχυλατεδ ιν 5mλ οφ ΛΒ. Τηε πλασmιδ ωασ πυριφιεδ βψ αλκαλινε λψσισ 
mετηοδ. Τηε mυταντ ωασ σχρεενεδ βψ τηε νοϖελ ινχορπορατεδ ορ δελετεδ ρεστριχτιον 
σιτε. Αλλ mυταντσ σεθυενχεσ ωερε χονφιρmεδ βψ DΝΑ σεθυενχινγ. 
2.7.2 Συβχλονινγ Κ93Ε mυταντ 
Ιν ορδερ το εξπρεσσ τηε Κ93Ε mυταντ, τηε φραγmεντ χονταινινγ τηε Κ93Ε mυταντ 
νεεδεδ το βε συβχλονεδ ιντο πλασmιδ πΧWορι+ ωιτη ΟmπΑ σεθυενχε. Τηε πλασmιδ 
πΓΕΜ−Τ χονταινινγ τηε ΟmπΑ λεαδερ σεθυενχε χλονε ωασ διγεστεδ ωιτη Nde I ανδ 
Afl III, ανδ τηε 277βπ βανδ ωασ γελ−πυριφιεδ ασ δεσχριβεδ ιν σεχτιον 2.2.8. Πλασmιδ 
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πΓΕΜ−11 χονταινινγ τηε Κ93Ε mυταντ ωασ διγεστεδ ωιτη Afl III ανδ Nhe I, ανδ τηε 
137βπ βανδ ωασ γελ−πυριφιεδ ασ δεσχριβεδ ιν σεχτιον 2.2.8. Πλασmιδ πΧWορι+ 
χονταινινγ αmβιγυουσ 4Α1 ωασ διγεστεδ ωιτη Nde I ανδ Nhe I, ανδ τηε αππροξιmατε 
6500βπ βανδ ωασ γελ−πυριφιεδ ασ δεσχριβεδ ιν σεχτιον 2.2.8. Αλλ οφ γελ−πυριφιεδ 
φραγmεντσ ωερε λιγατεδ υσινγ Τ4 DΝΑ λιγασε ατ 4°Χ φορ 20 ηουρσ. Τηε λιγατιον 
mιξτυρε ωασ τρανσφερρεδ ιντο ΞΛ−1 χοmπετεντ χελλσ.  
Τηε ρεχοmβιναντ χονστρυχτ ωασ ιδεντιφιεδ βψ τηε Sac I ανδ BamH I σιτεσ (Φιγυρε 2−5).   
OmpA ανδ Κ93Ε σεθυενχεσ ωερε χονφιρmεδ βψ DΝΑ σεθυενχινγ. 
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Φιγυρε 2−5. Χονστρυχτιον οφ Κ93Ε mυταντ εξπρεσσιον πλασmιδ.  
Τηε DΝΑ φραγmεντ χονταινινγ OmpA σεθυενχε (τηε βλαχκ φιλλινγ) ωασ οβταινεδ βψ Nde I ανδ Afl III 
δουβλε διγεστ. Τηε φραγmεντ χονταινινγ Κ93Ε mυταντ (τηε βλαχκ φιλλινγ) ωασ οβταινεδ βψ Afl III ανδ 
Nhe I δουβλε διγεστ. Τηεσε φραγmεντσ ωερε λιγατεδ ωιτη τηε πλασmιδ πΧWορι+.4Α1.ΗΤ τηατ ηασ βεεν 
διγεστεδ ωιτη Nde I ανδ Afl III. Τηε βλαχκ φιλλεδ παρτ ισ τηε σεθυενχε οφ mοδιφιεδ 4Α1 ωιτη Ηισ ταγ. 
Τηε νεω πλασmιδ χονταινεδ τηε νεω Sac I σιτε φροm τηε OmpA σεθυενχε ανδ BamH I σιτε φροm τηε 
Κ93Ε φραγmεντ. 
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2.7.3 Συβχλονινγ Φ149Ψ ανδ Φ149Ι mυταντσ 
Τηε Φ149Ψ ανδ Φ149Ι φραγmεντσ ωερε συχλονεδ ιντο πΧWορι+ το εξπρεσσ τηεσε 
mυταντσ ιν E.coli. Πλασmιδσ χονταινινγ Φ149Ψ ανδ Φ149Ι mυταντσ ωερε διγεστεδ ωιτη 
Nhe I ανδ EcoN I, ανδ τηε ρεσυλτινγ 791βπ φραγmεντσ ωερε γελ−πυριφιεδ ασ δεσχριβεδ 
ιν σεχτιον 2.2.8. Πλασmιδ πΧWορι+.ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ ωασ διγεστεδ ωιτη Nhe I ανδ EcoN 
I, ανδ τηε αππροξιmατε 6200βπ φραγmεντ ωασ γελ−πυριφιεδ ασ δεσχριβεδ ιν σεχτιον 
2.2.8. Τηε λιγατιον ωασ τρανσφορmεδ ιντο ΞΛ−1 Βλυε χοmπετεντ χελλσ. Τηε δεσιρεδ 
πλασmιδ ωασ ιδεντιφιεδ βψ EcoR V διγεστ (Φιγυρε 2−6 ανδ 2−7).  Αλλ χονστρυχτσ 
ινχλυδινγ OmpA ανδ mυταντσ, ωερε χονφιρmεδ βψ DΝΑ σεθυενχινγ.   
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Φιγυρε 2−6. Χονστρυχτιον οφ Φ149Ι mυταντ εξπρεσσιον πλασmιδ.  
Τηε Φ149Ι φραγmεντ (τηε βλαχκ φιλλεδ παρτ) ωασ οβταινεδ βψ Nhe I ανδ EcoN I διγεστ, ανδ τηεν 
συβχλονεδ ιντο τηε πλασmιδ πΧWορι+ (τηε βλαχκ φιλλεδ παρτ ισ τηε OmpA.4A1.HT σεθυενχε). Τηε νεω 
πλασmιδ χονταινσ τηε σεχονδ νεω EcoR V σιτε φροm τηε Φ149Ι φραγmεντ. 
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Φιγυρε 2−7. Χονστρυχτιον οφ Φ149Ψ mυταντ εξπρεσσιον πλασmιδ.  
Τηε Φ149Ψ φραγmεντ (τηε βλαχκ φιλλεδ παρτ) ωασ οβταινεδ βψ Nhe I ανδ EcoN I διγεστ, ανδ τηεν 
συβχλονεδ ιντο τηε πλασmιδ πΧWορι+ (τηε βλαχκ φιλλεδ παρτ ισ τηε OmpA.4A1.HT σεθυενχε). Τηε νεω 
πλασmιδ χονταινσ τηε σεχονδ νεω EcoR V σιτε φροm τηε Φ149Ψ φραγmεντ. 
 
 
Αλλ mυταντσ ωερε εξπρεσσεδ ιν E.coli ανδ πυριφιεδ βψ νιχκελ αφφινιτψ χηροmατογραπηψ 
ασ δεσχριβεδ ιν σεχτιον 2.6.2.3 φορ εξπρεσσιον ανδ πυριφιχατιον οφ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ. 
Μινγ Θι Φαν                                                                    3 Ρεσυλτσ 
  
 
− 84 − 
3 Ρεσυλτσ  
3.1 Εξπρεσσιον οφ χψτοχηροmε β5 
3.1.1 Ρεστριχτιον ενζψmε αναλψσισ οφ πΡΣΕΤ χψτοχηροmε β5 σενσε ανδ αντι−
σενσε πλασmιδσ 
Ηυmαν χψτοχηροmε β5 χDΝΑ (α γιφτ φροm Dρ. W.Λ. Μιλλερ, Χαλιφορνια, ΥΣΑ) (Ψοο 
ανδ Στεγγλεσ 1988) ωασ πρεϖιουσλψ χλονεδ ιν τηε EcoR I σιτε οφ πλασmιδ πΡΣΕΤ−β ιν 
ουρ λαβορατορψ. Ηυmαν χψτοχηροmε β5 χDΝΑ ενχοδεσ 134 αmινο αχιδσ. Τηε Ν−
τερmιναλ φυσιον πεπτιδε φροm πΡΣΕΤ−β χονταινεδ 44 αmινο αχιδσ ινχλυδινγ α σιξ− 
ηιστιδινε ταγ. Τηερεφορε, τηε ωηολε χψτοχηροmε β5 φυσιον προτειν χονταινεδ 178 
αmινο αχιδσ ασ σηοων ιν Φιγυρε 3−1, ωηιχη ηασ τηε mολεχυλαρ mασσ οφ  20,196 Dα.    
 
     ATGCGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAA 
M  R  G  S  H  H  H  H  H  H  G  M  A  S  M  T  G  G  Q  Q 
 
  
     ATGGGTCGGGATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCCGAGCTCGAGATCTGCAGCTGGT 
M  G  R  D  L  Y  D  D  D  D  K  D  P  S  S  R  S  A  A  G 
 
  
       EcoRI                          
   NcoI    |                             
      |    |                          
     ACCATGGAATTCATGGCAGAGCAGTCGGACGAGGCCGTGAAGTACTACACCCTAGAGGAG 
T  M  E  F  M  A  E  Q  S  D  E  A  V  K  Y  Y  T  L  E  E 
 
          
     ATTCAGAAGCACAACCACAGCAAGAGCACCTGGCTGATCCTGCACCACAAGGTGTACGAT 
I  Q  K  H  N  H  S  K  S  T  W  L  I  L  H  H  K  V  Y  D     
 
  
            BstXI 
                | 
     TTGACCAAATTTCTGGAAGAGCATCCTGGTGGGGAAGAAGTTTTAAGGGAACAAGCTGGA 
L  T  K  F  L  E  E  H  P  G  G  E  E  V  L  R  E  Q  A  G     
 
  
     GGTGACGCTACTGAGAACTTTGAGGATGTCGGGCACTCTACAGATGCCAGGGAAATGTCC 
G  D  A  T  E  N  F  E  D  V  G  H  S  T  D  A  R  E  M  S     
 
  
     AAAACATTCATCATTGGGGAGCTCCATCCAGATGACAGACCAAAGTTAAACAAGCCTCCG 
K  T  F  I  I  G  E  L  H  P  D  D  R  P  K  L  N  K  P  P     
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     GAAACTCTTATCACTACTATTGATTCTAGTTCCAGTTGGTGGACCAACTGGGTGATCCCT 
     E  T  L  I  T  T  I  D  S  S  S  S  W  W  T  N  W  V  I  P     
   
                                                          EcoRI                       
                                                              |                       
     GCCATCTCTGCAGTGGCCGTCGCCTTGATGTATCGCCTATACATGGCAGAGGACTGAGAA   
     A  I  S  A  V  A  V  A  L  M  Y  R  L  Y  M  A  E  D  *   
 
     TTCGAAGCTTCA                                                 
Φιγυρε 3−1. Σεθυενχε οφ χψτοχηροmε β5 φυσιον.  
Τηε νυχλεοτιδε ανδ αmινο αχιδσ σεθυενχεσ οφ χψτοχηροmε β5 αρε σηοων ιν βολδ. Τηε στοπ χοδε ισ 
σηοων ασ α σταρ. Τηε σιξ ηιστιδινε ταγ ιν τηε Ν−τερmιναλ φυσιον πεπτιδε ισ υνδερλινεδ. Τηε EcoR I, Nco I 
ανδ BstX I σιτεσ αρε σηοων ιν τηε νυχλεοτιδε σεθυενχε. 
 
Τηε οριεντατιον οφ χψτοχηροmε β5 χDΝΑ ινσερτιον ωασ ιδεντιφιεδ βψ δουβλε διγεστιον 
ωιτη BstX I ανδ Nco I (Φιγυρε 3−2).  
 
Φιγυρε 3−2. Μαπσ οφ πλασmιδσ πΡΣΕΤ−β β5 Σενσε ανδ Αντι−Σενσε.   
Χψτοχηροmε β5 χDΝΑ (βλαχκ φιλλεδ παρτ) ωασ ινσερτεδ ιν τηε EcoR I σιτε οφ πΡΣΕΤ−β πλασmιδ. Τηε 
αρροωσ σηοω τηε οριεντατιον οφ χψτοχηροmε β5. Τηε Ν−τερmιναλ φυσιον πεπτιδε ινχλυδινγ α σιξ ηιστιδινε 
ταγ ιν πλασmιδ πΡΣΕΤ−β (γρεψ φιλλεδ παρτ) ισ ποσιτιονεδ υπστρεαm οφ χψτοχηροmε β5. Τηε ποσιτιονσ οφ 
BstX I σιτε ιν χψτοχηροmε β5 ανδ Nco I σιτε ιν πΡΣΕΤ−β αρε λαβελλεδ. Τηε φραγmεντσ οφ δουβλε 
διγεστιον ωιτη BstX I ανδ Nco I ιν πΡΣΕΤ−β β5 σενσε ανδ αντι−σενσε αρε 125βπ ανδ 290βπ, 
ρεσπεχτιϖελψ. 
 
Αχχορδινγ το τηε νυχλεοτιδε σεθυενχεσ οφ χψτοχηροmε β5 ανδ πΡΣΕΤ−β, δουβλε 
διγεστιον ωιτη Nco I ανδ BstX I ωουλδ γιϖε α 125βπ φραγmεντ φροm τηε πλασmιδ 
πΡΣΕΤ−β5 σενσε ανδ α 290βπ φραγmεντ φροm τηε πλασmιδ πΡΣΕΤ−β5 αντι−σενσε. Αν 
αγαροσε γελ οφ τηε διγεστ ωιτη Nco I ανδ BstX I σηοωεδ τηατ αν αππροξιmατελψ 100βπ 
DΝΑ φραγmεντ φροm πΡΣΕΤ−β5 σενσε ανδ 300βπ φροm πΡΣΕΤ−β5 αντι−σενσε ωερε 
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δετεχτεδ ον τηε γελ (Φιγυρε 3−3), ωηιχη χορρεσπονδεδ το τηε πρεδιχτιον. Τηερεφορε, τηε 
οριεντατιον οφ χψτοχηροmε β5 ινσερτιον ωασ δετερmινεδ. 
 
Φιγυρε 3−3. Ρεστριχτιον ενζψmε αναλψσισ οφ πλασmιδ πΡΣΕΤ−β5 σενσε ανδ αντι σενσε.  
Τηε πλασmιδσ ωερε διγεστεδ ωιτη Nco I ανδ BstX I ατ 37°Χ φορ 1 ηουρ. DΝΑ ωασ σεπαρατεδ ον 1% 
αγαροσε γελ ανδ σταινεδ βψ ετηιδιυm βροmιδε. Lane 1, 1Κβ πλυσ DΝΑ λαδδερ, τηε ποσιτιονσ οφ 100βπ 
ανδ 300βπ DΝΑ αρε λαβελλεδ; lane 2, πΡΣΕΤ−β5 σενσε διγεστεδ βψ BstX I ανδ Nco I; ανδ lane 3, 
πΡΣΕΤ−β5 αντι−σενσε διγεστεδ βψ BstX I ανδ Nco I 
3.1.2 Οπτιmισινγ εξπρεσσιον οφ χψτοχηροmε β5 
Ιν ορδερ το mαξιmαλλψ εξπρεσσ ρεχοmβιναντ χψτοχηροmε β5, α σεριεσ οφ χονδιτιονσ, 
ινχλυδινγ ηοστ στραιν, mεδια, ινδυχτιον τιmε, ινδυχτιον τεmπερατυρε ανδ τηε 
χονχεντρατιον οφ ΙΠΤΓ ωερε οπτιmισεδ.  
3.1.2.1 Ηοστ στραιν ανδ mεδια 
ΒΛ21(DΕ3)πΛψσΣ ανδ ΗΜΣ174(DΕ3)πΛψσΣ ωερε υσεδ το εξπρεσσ χψτοχηροmε β5 ιν 
ΛΒ ορ ΤΒ. Εξπρεσσιον ωασ ινδυχεδ βψ 1mΜ ΙΠΤΓ ατ 24°Χ φορ οϖερνιγητ.  Τηε λεϖελ 
οφ εξπρεσσιον ιν ΗΜΣ174(DΕ3)πΛψσΣ ωασ σιmιλαρ το ΒΛ21(DΕ3)πΛψσΣ ιν ΛΒ βυτ 
ηιγηερ ιν ΤΒ (Φιγυρε 3−4). Τηε ηιγηεστ λεϖελ οφ εξπρεσσιον ωασ οβταινεδ ιν 
ΗΜΣ174(DΕ3)πΛψσΣ χυλτυρεδ ιν ΤΒ . 
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Φιγυρε 3−4. Εφφεχτ οφ στραινσ ανδ mεδια ον εξπρεσσιον οφ χψτοχηροmε β5.  
ΒΛ21(DΕ3)πΛψσΣ ανδ ΗΜΣ174(DΕ3)πΛψσΣ χονταινινγ πλασmιδ πΡΣΕΤ−β5 Σενσε ωερε γροων ιν ΛΒ 
ορ ΤΒ. Εξπρεσσιον ωασ ινδυχεδ βψ 1mΜ ΙΠΤΓ ατ 24°Χ οϖερνιγητ. Τηε ϖαλυεσ αρε τηε αϖεραγε οφ τηρεε 
σεπαρατε εξπεριmεντσ ανδ στανδαρδ δεϖιατιον ωασ υσεδ το ρεπρεσεντ ϖαριατιον. Τηε χοντεντ οφ 
χψτοχηροmε β5 ιν περ γραm ωετ χελλσ ωασ mεασυρεδ βψ διφφερενχε σπεχτρυm (ρεδυχεδ mινυσ οξιδισεδ) 
ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.4.1.   
3.1.2.2 Ινδυχτιον τιmε ανδ χονχεντρατιον οφ ΙΠΤΓ    
Τηε χονχεντρατιονσ οφ ΙΠΤΓ ανδ ινδυχτιον τιmε ωερε αλσο οπτιmισεδ. 
ΗΜΣ174(DΕ3)ΛψσΣ χονταινινγ πλασmιδ πΡΣΕΤ−β5 σενσε ωασ χηοσεν το εξπρεσσ 
χψτοχηροmε β5. Τηε βαχτερια ωερε χυλτυρεδ ιν 50mλ ΤΒ. Τηε διφφερεντ χονχεντρατιον 
οφ ΙΠΤΓ: 1mΜ, 0.5mΜ ανδ 0.1mΜ ωερε υσεδ το ινδυχε τηε εξπρεσσιον οφ β5 ατ 24°Χ. 
Ατ τηε 0, 2, 17, 24, 41, 48 ηουρσ, τηε σαmπλεσ ωερε τακεν ουτ ανδ τηε χοντεντ οφ β5 
ωασ mεασυρεδ.  
Τηε χονχεντρατιον οφ ΙΠΤΓ (φροm 1mΜ το 0.1mΜ) διδ νοτ χριτιχαλλψ εφφεχτ εξπρεσσιον 
οφ β5 βυτ τηε λεϖελ οφ εξπρεσσιον δεπενδεδ ον τηε ινδυχτιον τιmε (Φιγυρε 3−5). Τηε 
λεϖελ οφ εξπρεσσιον ινχρεασεδ ασ τιmε πασσεδ. Ινδυχτιον σηουλδ νοτ λαστ mορε τηαν 24 
ηουρσ, σινχε τηερε ισ ινχρεασεδ βαχκγρουνδ ιν τηε νεγατιϖε χοντρολ (πΡΣΕΤ−β5 αντι−
Μινγ Θι Φαν                                                                    3 Ρεσυλτσ 
  
 
− 88 − 
σενσε) αφτερ 24 ηουρσ, ωηιχη προβαβλψ ωασ χαυσεδ βψ τηε αχχυmυλατιον οφ βαχτεριαλ 
ηεmε προτεινσ αφτερ λονγ χυλτυρε τιmε. 
 
 
Φιγυρε 3−5. Εφφεχτ οφ τιmε ανδ ΙΠΤΓ ον εξπρεσσιον οφ χψτοχηροmε β5.  
Χψτοχηροmε β5 ωασ εξπρεσσεδ ιν ΗΜΣ174(DΕ3)πΛψσΣ. Τηε βαχτερια ωερε χυλτυρεδ ιν 50mλ ΤΒ. 
Πλασmιδ πΡΣΕΤ χονταινινγ αντι−σενσε β5 ωασ υσεδ ασ νεγατιϖε χοντρολ. Ινδυχτιον λαστεδ υπ το 41 ηουρσ 
ατ 24°Χ. Τηε χοντεντ οφ χψτοχηροmε β5 ιν ινταχτ χελλ ωασ δετερmινεδ βψ διφφερενχε σπεχτρυm (ρεδυχεδ 
mινυσ οξιδισεδ) ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.4.1. 
3.1.2.3 Ινδυχτιον τεmπερατυρε 
ΗΜΣ174(DΕ3)πΛψσΣ χονταινινγ πλασmιδ πΡΣΕΤ β5 σενσε ωασ χυλτυρεδ ιν 50mλ ΤΒ. 
Χψτοχηροmε β5 ωασ εξπρεσσεδ ατ 24°Χ, 27°Χ ανδ 28°Χ, ρεσπεχτιϖελψ. Τηε χοντεντ οφ 
β5, εξπρεσσεδ ατ διφφερεντ τεmπερατυρεσ ιν τηε ινταχτ χελλ, ωασ mεασυρεδ.  
Ιτ σεεmσ τηατ τηε εξπρεσσιον οφ β5 ωασ σενσιτιϖε το τηε ινδυχτιον τεmπερατυρε, ωηεν 
τηε τεmπερατυρε ωασ ηιγηερ τηαν 27°Χ, τηε εξπρεσσιον λεϖελ οφ β5 δεχρεασεδ. Τηε 
ηιγηεστ εξπρεσσιον λεϖελ οφ β5 ωασ ατ 27°Χ (Φιγυρε 3−6). 
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Φιγυρε 3−6. Εφφεχτ οφ τεmπερατυρε ον εξπρεσσιον οφ χψτοχηροmε β5.  
Χψτοχηροmε β5 ωασ εξπρεσσεδ ιν ΗΜΣ174(DΕ3)πΛψσΣ. Βαχτερια ωερε χυλτυρεδ ιν 50mλ ΤΒ. 
Εξπρεσσιον ωασ ινδυχεδ βψ 0.1mΜ ΙΠΤΓ φορ 24 ηουρσ ατ 24°Χ, 27°Χ ορ 28°Χ. Τηε χοντεντ οφ 
χψτοχηροmε β5 ιν ινταχτ χελλσ ωασ δετερmινεδ βψ διφφερενχε σπεχτρυm (ρεδυχεδ mινυσ οξιδισεδ) ασ 
δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.4.1. 
 
Ιν συmmαρψ, τηε οπτιmυm χονδιτιονσ φορ εξπρεσσινγ ρεχοmβιναντ χψτοχηροmε β5 αρε 
λιστεδ βελοω: 
Τηε ηοστ στραιν: ΗΜΣ174(DΕ3)πΛψσΣ 
Τηε γροωτη mεδια: Τερριφιχ βροτη   
Τηε χονχεντρατιον οφ ΙΠΤΓ: 0.1mΜ 
Τηε ινδυχτιον τιmε: 24 ηουρσ 
Τηε ινδυχτιον τεmπερατυρε: 27°Χ 
3.1.2.4 Ρεχοϖερψ οφ χψτοχηροmε β5 
Ρεχοϖερψ οφ χψτοχηροmε β5 ισ χριτιχαλ σινχε χψτοχηροmε β5 χαν λοσε τηε mεmβρανε−
βινδινγ ρεγιον δυρινγ ρεχοϖερψ (Ηολmανσ, Σηετ et al. 1994). Τηερεφορε, τηε mετηοδ 
οφ ρεχοϖερινγ mεmβρανε−βινδινγ χψτοχηροmε β5 ωασ οπτιmισεδ. Χψτοχηροmε β5 ωασ 
εξπρεσσεδ ιν 100mλ mεδια υνδερ οπτιmαλ χονδιτιονσ. Τηε ηαρϖεστεδ χελλσ ωερε διλυτεδ 
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το 25mλ ιν βυφφερ Α (75mΜ Τρισ·ΗΧλ, πΗ 8.0, 0.1mΜ ΕDΤΑ, 10µγ/mλ απροτινιν ανδ 
1mΜ ΠΜΣΦ). Τηρεε τψπεσ οφ προχεσσ ωερε υσεδ. 5mλ οφ σαmπλεσ ωερε υσεδ ιν εαχη 
προχεσσ. 
1) Τηε χελλσ συσπενδεδ ιν βυφφερ Α ωερε φροζεν ατ −80°Χ τηεν τηαωεδ ιν τηε ωατερ 
βατη ατ ροοm τεmπερατυρε. Τηισ προχεσσ ωασ ρεπεατεδ τωιχε. 
2) Αφτερ τηε χελλσ ωερε φροζεν ανδ τηαωεδ ονχε, λψσοζψmε (67µγ/mλ) ωασ αδδεδ. 
Αφτερ τηε χελλσ ωερε ινχυβατεδ ον ιχε φορ 30 mινυτεσ, τηε συσπενσιον ωασ σονιχατεδ 
φορ 20 σεχονδσ. 
3) Τηε συσπενσιον ωασ σονιχατεδ διρεχτλψ ατ διφφερεντ τιmεσ (4×30 σεχονδ, 6×30 
σεχονδ, 8×30 σεχονδ). 
Φραχτιον Φρεεζε/ 
Τηαω  
Τωιχε 
Λψσοζψmε+ 
Σονιχατιον 
(20 σεχονδσ) 
Σονιχατιον 
4×30σ 
Σονιχατιον 
6×30σ 
Σονιχατιον 
8×30σ 
Ινταχτ χελλσ 100% 100% 100% 100% 100% 
12,000γ 
Συπερναταντ 
14% 34% 54% 64% 75% 
100,000γ Πελλετ 7.2% 9.5% 11% 11% 13% 
Ταβλε 3−1. Ρεχοϖερινγ mεmβρανε−βουνδ χψτοχηροmε β5 φροm χελλσ 
Χψτοχηροmε β5 ωασ ρεχοϖερεδ φροm ινταχτ χελλσ ιν 12,000γ συπερναταντ. Τηε mεmβρανε−βουνδ β5 ωασ 
ρεχοϖερεδ ιν τηε πελλετ αφτερ 100,000γ χεντριφυγατιον. Χψτοχηροmε β5 ιν εαχη στεπ ωασ mεασυρεδ βψ 
τηε σπεχτροmετερ το εϖαλυατε τηε ρεχοϖερψ οφ β5. Χψτοχηροmε β5 χοντεντ ωασ αρβιτραριλψ σετ ασ 100% ιν 
τηε ινταχτ χελλσ, ανδ ρεχοϖερψ ιν τηε 12,000γ συπερναταντ ανδ 100,000γ πελλετ ωασ δετερmινεδ. 
  
Ταβλε 3−1 δεmονστρατεσ διφφερεντ mετηοδσ τηατ ωερε υσεδ το ρεχοϖερ χψτοχηροmε β5. 
Χψτοχηροmε β5 ωασ ρεχοϖερεδ φροm τηε χελλ ιν τηε συπερναταντ αφτερ 12,000γ 
χεντριφυγατιον ανδ ωασ τηεν σεπαρατεδ ιντο τηε mεmβρανε−βουνδ β5 ιν τηε πελλετ αφτερ 
100,000γ χεντριφυγατιον. Wιτηουτ σονιχατιον, τηε ρεχοϖερψ οφ χψτοχηροmε β5 
(12,000γ, συπερναταντ) ωασ ϖερψ λοω αλτηουγη αππροξιmατε 50% (7.2% ϖσ. 14%) οφ 
β5 ωασ mεmβρανε−βουνδ (100,000γ, πελλετ). Σονιχατιον χουλδ ιmπροϖε ρεχοϖερψ οφ 
χψτοχηροmε β5. Ασ τηε τιmε οφ σονιχατιον ωασ ινχρεασεδ, ρεχοϖερψ οφ β5 ωασ ηιγηερ. 
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Ηοωεϖερ, σονιχατιον αλσο mαδε β5 λοσε τηε mεmβρανε−βινδινγ ρεγιον. Ασ α 
χονσεθυενχε, υπ το 13% mεmβρανε−βινδινγ β5 χουλδ βε ρεχοϖερεδ ιν τηε 100,000γ 
πελλετ βψ σονιχατιον 8 τιmεσ. Λψσοζψmε ωασ συπποσεδ το ρεδυχε σονιχατιον τιmε 
βεχαυσε ιτ χουλδ δεστροψ τηε χελλ ωαλλ. Ηοωεϖερ, ρεχοϖερψ οφ β5 ιν 12,000γ 
συπερναταντ ωασ στιλλ λοω ωηεν σηορτερ τιmε σονιχατιον ωασ υσεδ. Τηερεφορε, 
λψσοζψmε ωασ νοτ υσεδ ιν φυρτηερ εξπεριmεντσ.  
Τηε φρεεζε/τηαω χψχλε ανδ σονιχατιον ωερε χοmβινεδ το ρεχοϖερ χψτοχηροmε β5 
(Ταβλε 3−2). Τηε τιmε οφ σονιχατιον ωασ οπτιmισεδ. 
 Φραχτιον 6×30σ 9×30σ 12×30σ 15×30σ 
Ινταχτ χελλσ 100% 100% 100% 100% 
12,000γ Συπερναταντ 55% 63% 65% 73% 
100,000γ Πελλετ 23% 31% 30% 23% 
Ταβλε 3−2. Ρεχοϖερινγ mεmβρανε−βουνδ χψτοχηροmε β5 φροm χελλσ. 
Χψτοχηροmε β5 ωασ εξπρεσσεδ ιν 100mλ ΤΒ υνδερ οπτιmαλ χονδιτιονσ. Τηε βαχτεριαλ πελλετ ωασ 
ρεσυσπενδεδ ιν 25mλ βυφφερ Α. 5 mλ οφ σαmπλεσ ωερε υσεδ φορ τηε ρεχοϖερψ εξπεριmεντ. Αφτερ τηε χελλσ 
ωερε φροζεν ανδ τηαωεδ τωιχε, τηε συσπενσιον ωασ σονιχατεδ ατ διφφερεντ τιmεσ (6×, 9×, 12×, 15×30 
σεχονδσ). Τηε mεmβρανε−βινδινγ β5 ωασ ρεχοϖερεδ βψ διφφερεντιαλ χεντριφυγατιον. Τηε αmουντ οφ β5 
ωασ δετερmινεδ βψ σπεχτροπηοτοmετερ. Χψτοχηροmε β5 χοντεντ ωασ αρβιτραριλψ σετ ασ 100% ιν τηε 
ινταχτ χελλσ. 
 
Ταβλε 2 σηοωσ τηατ, αφτερ χελλσ ωερε συβϕεχτεδ το α φρεεζε/τηαω χψχλε τωιχε τηεν 
σονιχατεδ φορ 9×30 σεχονδσ, τηε ηιγηεστ ρεχοϖερψ οφ ωηολε β5 (31%) ωασ οβταινεδ. 
Τηισ προχεσσ ωασ χηοσεν το ρεχοϖερ χψτοχηροmε β5 φροm βαχτερια. 
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3.1.3 Πρεπαρατιον οφ χψτοχηροmε β5 βψ λαργε−σχαλε χυλτυρε 
Τηε προχεσσ οφ πρεπαρινγ β5 ωασ σηοων ον τηε Ταβλε 3−3. 
Φραχτιον Χψτοχηροmε β5 (νmολ) Περχενταγε οφ ρεχοϖερψ  
Ινταχτ χελλσ 530 100 
12,000γ Συπερναταντ 456 86 
100,000γ Πελλετ 173 33 
Σολυβιλισεδ ιν Χηαπσ 167 32 
Πυριφιχατιον 15.3 3 
Ταβλε 3−3. Τηε ισολατιον ανδ πυριφιχατιον οφ χψτοχηροmε β5.  
ΗΜΣ174(DΕ3)πΛψσΣ χονταινινγ πλασmιδ πΡΣΕΤ−β5 σενσε ωασ χυλτυρεδ ιν 2 λιτερσ οφ ΤΒ mεδιυm.  
Εξπρεσσιον οφ χψτοχηροmε β5 ωασ ινδυχεδ βψ 0.1mΜ ΙΠΤΓ, ινδυχτιον ωασ λαστεδ το 24 ηουρσ ατ 27°Χ. 
Τηε σηακινγ σπεεδ ωασ 120ρπm. Τηε χοντεντ οφ χψτοχηροmε β5 ιν διφφερεντ σταγε ωασ δετερmινεδ βψ 
διφφερεντ σπεχτρυm. 2% (ω/ϖ) Χηαπσ ωασ υσεδ το σολυβιλισεδ mεmβρανε−βουνδ β5.  
 
Τηε λεϖελ οφ εξπρεσσιον οφ β5 ωασ 42.4νmολ/γ ωετ χελλσ (265νmολ/λ). Χοmπαρεδ ωιτη 
τηε πρεϖιουσ εξπεριmεντ, mορε β5 (86%) ωασ φουνδ ιν τηε συπερναταντ αφτερ 12,000γ 
χεντριφυγατιον, ωηιχη ωασ ποσσιβλψ δυε το τηε ηιγηερ χονχεντρατιον οφ χελλσ δυρινγ 
σονιχατιον. Ηοωεϖερ, ρεχοϖερψ οφ ωηολε mεmβρανε−βουνδ β5 ωασ σιmιλαρ το τηε 
πρεϖιουσ εξπεριmεντ. Αφτερ σολυβιλισατιον, αλmοστ αλλ β5 ωασ ρεχοϖερεδ.  
Ιτ ωασ νοτ εξπεχτεδ τηατ ρεχοϖερψ οφ β5 ωουλδ βε σο λοω αφτερ νιχκελ−χηελατε 
χηροmατογραπηψ. Τηερε mιγητ βε σεϖεραλ χαυσεσ. Φιρστλψ, τηε Ηισ ταγ οφ σοmε 
χψτοχηροmε β5 mιγητ βε λοστ δυρινγ σολυβιλισατιον. Ασ α ρεσυλτ, χψτοχηροmε β5 χουλδ 
νοτ βινδ το ρεσιν. Σεχονδλψ, τηε σολυβιλισεδ χψτοχηροmε β5 σολυτιον mαψ χονταιν 
ηιστιδινε ορ οτηερ σαλτσ, ωηιχη αλσο πρεϖεντ προτειν βινδινγ το ρεσιν.  
Wηεν λεσσ δετεργεντ (1%, ω/ϖ) ωασ υσεδ, ηιγηερ ρεχοϖερψ οφ πυριφιχατιον ωασ 
οβταινεδ τηουγη λεσσ χψτοχηροmε β5 ωασ σολυβιλισεδ (Ταβλε 3−4).  
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Φραχτιον Περχενταγε οφ ρεχοϖερψ  
Ινταχτ χελλσ 100 
100,000γ Πελλετ 73 
Σολυβιλισατιον 48 
Πυριφιχατιον 14 
Ταβλε 3−4. Ιmπροϖεmεντ οφ ρεχοϖερψ οφ χψτοχηροmε β5 πυριφιχατιον.  
Χψτοχηροmε β5 ιν τηε mιχροσοmεσ ωασ σολυβιλισεδ ιν 1% Χηαπσ (ω/ϖ). Αφτερ πυριφιχατιον, 14% οφ 
χψτοχηροmε β5 ωασ ρεχοϖερεδ. 
 
Φιγυρε 3−7 σηοωσ τηε προχεσσ οφ πυριφιχατιον οφ β5. Αφτερ πυριφιχατιον, αν αππροξιmατε 
21 κDα σινγλε βανδ, ωηιχη χορρεσπονδεδ το τηε πρεϖιουσ χαλχυλατιον (20,196Dα) 
βασεδ ον τηε αmινο αχιδσ σεθυενχεσ, ωασ δετεχτεδ ον ΣDΣ−ΠΑΓΕ. Τηε διφφερενχε 
σπεχτρυm οφ β5 (Φιγυρε 3−8) σηοωεδ αν αβσορπτιον πεακ ατ 420νm, ωηιχη ισ 
χηαραχτεριστιχ οφ χψτοχηροmε β5. Τηερεφορε, τηε πυριφιεδ ρεχοmβιναντ χψτοχηροmε β5 
ωασ ηοmογενεουσ ανδ σπεχτραλλψ φυνχτιοναλ.  
   
Φιγυρε 3−7. ΣDΣ−ΠΑΓΕ εϖαλυατιον οφ τηε προχεσσ οφ χψτοχηροmε β5 πυριφιχατιον.  
Σαmπλεσ ωερε σεπαρατεδ ον 12% πολψαχρψλαmιδε γελ. Τηε Γελ ωασ σταινεδ βψ χοοmασσιε βλυε. Lane 1, 
προτειν Μαρκερ (υνιτ=κDα); lane 2, ινδυχεδ χελλσ τρανσφορmεδ ωιτη πλασmιδ πΡΣΕΤ−β5 Σενσε (20µγ); 
lane 3, E.coli−εξπρεσσεδ χψτοχηροmε β5 ιν ινδυχεδ χελλσ (10µγ); lane 4, E.coli−εξπρεσσεδ χψτοχηροmε 
β5 ρελεασεδ φροm χελλσ ιν τηε συπερναταντ αφτερ χεντριφυγατιον ατ 12,000γ φορ 20 mινυτεσ (15µγ); lane 5, 
mεmβρανε−φραχτιον οφ E.coli−εξπρεσσεδ χψτοχηροmε β5 (15µγ); ανδ lane 6, πυριφιεδ χψτοχηροmε β5 
(3µγ).  
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Φιγυρε 3−8. Dιφφερενχε σπεχτρυm οφ χψτοχηροmε β5.  
Χψτοχηροmε β5 ωασ ιν 0.1Μ ποτασσιυm πηοσπηατε βυφφερ βυφφερ (πΗ 7.4). 1mλ οφ σαmπλε ωασ ρεδυχεδ 
βψ σοδιυm διτηιονιτε. Τηε διφφερεντ σπεχτρυm (δαση λινε) ωασ ρεχορδεδ βψ χοmπαρινγ ρεδυχεδ σαmπλε 
ωιτη οξιδισεδ σαmπλε. 
3.2 Εξπρεσσιον οφ ρεχοmβιναντ ηυmαν χψτοχηροmε Π450 ρεδυχτασε (ΧΠΡ) 
Τηε ρεχοmβιναντ ΧΠΡ ωασ εξπρεσσεδ ιν ϑΜ109 ανδ πυριφιεδ βψ 2, 5−ΑDΠ αγαροσε 
ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.5.2. Τηε προχεσσ οφ πυριφιχατιον ισ 
σηοων ιν Ταβλε 3−5. 
Φραχτιον Προτειν 
(mγ) 
 Αχτιϖιτψ 
(µmολ/mιν) 
Σπεχιφιχ Αχτιϖιτψ 
(µmολ/mιν/mγ) 
Ψιελδ (%) 
Βαχτερια 360 74 0.21 100 
12,000γ, 
Συπερναταντ 
377 131 0.35 177 
100,000γ, Πελλετ 103 37 0.36 50 
Σολυβιλισεδ ΧΠΡ 87 62 0.71 84 
Πυριφιεδ ΧΠΡ 3.5 37 11 50 
Ταβλε 3−5. Πυριφιχατιον οφ χψτοχηροmε Π450 ρεδυχτασε.  
Προτειν χοντεντ ωασ δετερmινεδ βψ Βραδφορδ ασσαψ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 
2.3.1. Αχτιϖιτψ οφ ΧΠΡ ωασ δετερmινεδ βψ ρεδυχτιον οφ χψτοχηροmε χ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ 
Μετηοδσ σεχτιον 2.5.3. 
  
Ταβλε 3−5 σηοωσ τηε αχτιϖιτψ οφ ΧΠΡ ιν τηε 12,000γ συπερναταντ ωασ αλmοστ τωιχε 
τηαν τηατ ιν βαχτερια. Τηισ χουλδ βε χαυσεδ βψ τηε φαχτ τηατ ΧΠΡ ωασ ρελεασεδ φροm 
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ινταχτ χελλσ αφτερ σονιχατιον ανδ χεντριφυγατιον, ασ α ρεσυλτ, τηε ρελεασεδ ΧΠΡ χουλδ 
mακε χονταχτ ωιτη χψτοχηροmε χ βεττερ.  
Σολυβιλισεδ ΧΠΡ mιχροσοmεσ σηοωεδ ηιγηερ αχτιϖιτψ τηαν πελλετεδ mιχροσοmεσ, 
ωηιχη ωερε αλσο φουνδ δυρινγ πυριφιχατιον οφ ΧΠΡ φροm ρατ λιϖερ (Σηεπηαρδ et al., 
1983). Τηισ χουλδ βε δυε το σολυβιλισεδ ΧΠΡ βεινγ εασιερ τηαν mεmβρανε−βουνδ ΧΠΡ 
το ρεδυχε χψτοχηροmε χ.  
Πορτερ et al. (1987) πρεϖιουσλψ εξπρεσσεδ ΧΠΡ ιν E.coli, βυτ τηε λεϖελ ωασ λοω δυε το 
προτειν δεγραδατιον. Σηεν et al. (1989) υσεδ τηε σεχρετιον ϖεχτορ το εξπρεσσ ΧΠΡ, ιν 
ωηιχη ΧΠΡ χDΝΑ ωασ φυσεδ ωιτη ΟmπΑ σιγναλ πεπτιδε το αϖοιδ προτεολψσισ. Wε 
υσεδ τηε ϖεχτορ πΒ55, ωηιχη χονταινεδ pelB λεαδερ σεθυενχε φυσινγ ατ 5 τερmιναλ οφ 
ΧΠΡ, το εξπρεσσ ΧΠΡ ιν E.coli.   
Τηε ρεχοmβιναντ ΧΠΡ σηοωεδ αχτιϖιτψ το ρεδυχε χψτοχηροmε χ. Τηερεφορε, ΧΠΡ 
εξπρεσσεδ ιν E.coli ωασ φυνχτιοναλ. Αφτερ ΧΠΡ ωασ πυριφιεδ βψ 2, 5− ΑDΠ αγαροσε, 
mοστ οφ τηε ιmπυρε προτεινσ ωερε ρεmοϖεδ, βυτ τωο βανδσ ωερε ιδεντιφιεδ ον ΣDΣ−
πολψαχρψλαmιδε γελ (Φιγυρε 3−9). Τηε ηιγη mολεχυλαρ ωειγητ βανδ ωασ αππροξιmατελψ 
79κDα, ωηιχη ισ χονσιστεντ ωιτη τηε σιζε οφ ινταχτ ΧΠΡ; τηε λοω mολεχυλαρ ωειγητ 
βανδ ωασ αππροξιmατε 66κDα, ωηιχη ισ σιmιλαρ το τηε δεγραδεδ ΧΠΡ φορm ρεπορτεδ ιν 
πρεϖιουσ στυδψ (Ποτερ et al, 1987). Τηε πυριφιεδ ΧΠΡ ηαδ στρονγ χψτοχηροmε χ 
ρεδυχτιον αχτιϖιτψ, ανδ τηισ ωασ τηεν υσεδ φορ ρεχονστιτυτιον ΧΨΠ4Α1 αχτιϖιτψ in vitro. 
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Φιγυρε 3−9. ΣDΣ−ΠΑΓΕ εϖαλυατιον οφ ΧΠΡ πυριφιχατιον προχεσσ.  
Προτεινσ ωερε σεπαρατεδ βψ 10% ΣDΣ−ΠΑΓΕ ανδ δετεχτεδ βψ χοοmασσιε βλυε. Lane 1, mολεχυλαρ 
ωειγητ mαρκερ (υνιτ=κDα); lane 2, υνινδυχεδ χελλσ τρανσφορmεδ ωιτη πλασmιδ πΒ55/ΧΠΡ (12µγ); lane 
3, E.coli εξπρεσσεδ ΧΠΡ ιν ινδυχεδ χελλσ (12µγ); lane 4, ΧΠΡ ρελεασεδ φροm χελλσ ιν τηε συπερναταντ 
αφτερ χεντριφυγε ατ 12,000γ (12µγ); lane 5, mεmβρανε−φραχτιον οφ E.coli−εξπρεσσεδ ΧΠΡ (20µγ); ανδ 
lane 6, πυριφιεδ ΧΠΡ (5µγ). 
3.3 Εξπρεσσιον οφ ΧΨΠ4Α1 (ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ) 
Φυνχτιοναλ mαmmαλιαν χψτοχηροmε Π450 ισ διφφιχυλτ το εξπρεσσ ιν βαχτερια βεχαυσε 
φιρστλψ ιτ ισ βουνδ ιν τηε mεmβρανε, ανδ τηισ χουλδ διστυρβ τηε νορmαλ ενϖιρονmεντ ιν 
τηε ηοστ χελλ, ανδ σεχονδλψ ηετερολογουσ Π450 ρεθυιρεσ τηε εξτρα ηεmε ασ τηε 
προστηετιχ γρουπ (Βαρνεσ 1996). Τηε προβλεm ωασ οριγιναλλψ χιρχυmϖεντεδ βψ 
mοδιφψινγ τηε Ν−τερmιναλ χDΝΑ σεθυενχε οφ mαmmαλιαν Π450σ (Βαρνεσ et al. 1991). 
Φυσινγ χψτοχηροmε Π450 ωιτη βαχτεριαλ σιγναλ σεθυενχεσ προϖιδεσ ανοτηερ ωαψ το 
εξπρεσσ φυνχτιοναλ Π450 ιν βαχτερια (Πριτχηαρδ, Οσσετιαν et al. 1997). Τηισ στρατεγψ 
χαν mινιmισε τηε χηανγε ιν τηε ΧΨΠ χDΝΑ σεθυενχε. ΧΨΠ3Α4, 2Α6 ανδ 2Ε1 ωερε 
συχχεσσφυλλψ εξπρεσσεδ ιν E.coli ωιτη τηε ΟmπΑ λεαδερ σεθυενχε, ανδ τηε εξπρεσσιον 
λεϖελ οφ ΧΨΠ3Α4 ανδ 2Α6 ωασ ηιγηερ τηαν τηε mοδιφιεδ Ν−τερmινυσ ϖερσιον 
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(Πριτχηαρδ, Οσσετιαν et al. 1997). Τηερεφορε, τηε φυσιον οφ σιγναλ πεπτιδεσ ωιτη ΧΨΠ 
mιγητ αλσο λεαδ το ηιγη λεϖελ εξπρεσσιον.    
Ιν ορδερ το στυδψ τηε στρυχτυρε−φυνχτιον ρελατιονσηιπ οφ ΧΨΠ4Α1, ιτ ισ ιmπορταντ το 
οβταιν α λαργε θυαντιτψ οφ ΧΨΠ4Α1. Ιν τηε πρεσεντ στυδψ, ωε εξπρεσσεδ ΧΨΠ4Α1 ωιτη 
τηε ΟmπΑ λεαδερ σεθυενχε οφ E.coli, ανδ οπτιmισεδ τηε εξπρεσσινγ χονδιτιονσ.  
ΟmπΑ DΝΑ φραγmεντ ωασ αmπλιφιεδ φροm E.coli DΝΑ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ 
Μετηοδσ σεχτιον 2.6.2.1, ανδ τηεν χλονεδ ιντο πλασmιδ πΓΕΜ−Τ. Τηε ΧΨΠ4Α1 
χDΝΑ ωασ χλονεδ ιν τηε πλασmιδ πΓΕΜ−Τ Εασψ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ 
Μετηοδσ σεχτιον 2.6.2.1. Τηε σψντηεσισεδ ολιγονυχλεοτιδε χονταινινγ α σιξ−ηιστιδινε 
ταγ ωασ ινσερτεδ ατ τηε 3−τερmινυσ οφ ΧΨΠ4Α1 χDΝΑ ιν πλασmιδ πΓΕΜ−Τ Εασψ. 
Τηε φραγmεντ οφ ΧΨΠ4Α1 χDΝΑ ωιτη α ηιστιδινε ταγ ωασ ρελεασεδ φροm τηε πλασmιδ 
βψ ρεστριχτιον ενζψmε διγεστιον, ανδ τηεν φυσεδ δοωνστρεαm οφ ΟmπΑ σεθυενχε ιν 
τηε πλασmιδ πΓΕΜ−Τ. Τηε ωηολε ΧΨΠ4Α1 ωιτη ΟmπΑ ανδ ηιστιδινε ταγ φυσιον DΝΑ 
(OmpA.CYP4A1.HT) ωασ συβχλονεδ ιν πΧWορι+ πλασmιδ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ 
ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.2.2.  
Τηε νυχλεοτιδε σεθυενχε οφ OmpA.CYP4A1.HT (1611βπ) ισ σηοων ιν Φιγυρε 3−10. 
Τηε OmpA.CYP4A1.HT DΝΑ ενχοδεσ φορ 534 αmινο αχιδσ, ινχλυδινγ 23 αmινο 
αχιδσ φροm ΟmπΑ σιγναλ πεπτιδε, σιξ−ηιστιδινε ταγ ατ Χ−τερmινυσ, ανδ τωο εξτρα 
αmινο αχιδσ (ΗΛ) χοννεχτινγ ΧΨΠ4Α1 ανδ τηε ηιστιδινε ταγ. Τηε φιρστ σιξ αmινο 
αχιδσ (ΜΣςΣΑΛ) ατ τηε Ν−τερmινυσ οφ ΧΨΠ4Α1 ωερε δελετεδ δυρινγ χονστρυχτιον οφ 
τηε εξπρεσσιον πλασmιδ πΧWορι+.ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ.        
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    NdeI           
       |               
      CATATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGTGGCACTGGCTGGTTTCGCTACCGTAGCG 
         M  K  K  T  A  I  A  I  A  V  A  L  A  G  F  A  T  V  A     
  
               SacI                                           
                  |                                           
      CAGGCCGCGAGCTCCACCCGCTTCACGGGCAGCATCTCTGGCTTCCTCCAAGTGGCCTCC 
      Q  A  A  S  S  T  R  F  T  G  S  I  S  G  F  L  Q  V  A  S     
  
      GTGCTTGGTCTGCTTCTGCTGCTGGTCAAAGCAGTCCAGTTCTACCTGCAAAGGCAATGG 
      V  L  G  L  L  L  L  L  V  K  A  V  Q  F  Y  L  Q  R  Q  W     
  
      CTACTCAAGGCTTTCCAGCAGTTCCCATCACCTCCCTTCCACTGGTTCTTTGGGCACAAG 
      L  L  K  A  F  Q  Q  F  P  S  P  P  F  H  W  F  F  G  H  K      
  
      CAGTTTCAAGGTGACAAAGAACTACAGCAAATTATGACATGTGTGGAGAATTTCCCAAGT 
      Q  F  Q  G  D  K  E  L  Q  Q  I  M  T  C  V  E  N  F  P  S     
  
      GCCTTTCCTCGATGGTTCTGGGGAAGCAAAGCCTACTTAATTGTCTATGACCCTGACTAC 
      A  F  P  R  W  F  W  G  S  K  A  Y  L  I  V  Y  D  P  D  Y     
 
      ATGAAGGTGATTCTCGGGCGATCAGATCCAAAGGCCAATGGCGTCTACAGATTGCTAGCT 
      M  K  V  I  L  G  R  S  D  P  K  A  N  G  V  Y  R  L  L  A     
  
      CCTTGGATCGGATATGGTTTGCTCTTGCTGAATGGACAACCGTGGTTCCAGCACCGGCGA 
      P  W  I  G  Y  G  L  L  L  L  N  G  Q  P  W  F  Q  H  R  R     
 
      ATGCTAACCCCAGCCTTCCACTATGACATTCTGAAACCCTATGTAAAAAACATGGCTGAC 
      M  L  T  P  A  F  H  Y  D  I  L  K  P  Y  V  K  N  M  A  D     
  
      TCCATTCGACTGATGCTAGACAAATGGGAACAGCTGGCAGGTCAAGACTCCTCTATAGAA 
      S  I  R  L  M  L  D  K  W  E  Q  L  A  G  Q  D  S  S  I  E     
  
      ATCTTTCAACATATCTCCTTAATGACCCTAGACACTGTCATGAAGTGTGCCTTCAGCCAC 
      I  F  Q  H  I  S  L  M  T  L  D  T  V  M  K  C  A  F  S  H     
  
      AATGGCAGTGTTCAGGTGGATGGAAATTACAAGAGCTATATCCAGGCCATTGGGAACTTG 
      N  G  S  V  Q  V  D  G  N  Y  K  S  Y  I  Q  A  I  G  N  L     
  
      AATGACCTCTTTCACTCCCGTGTGAGGAACATCTTTCATCAGAATGATACCATCTATAAT 
      N  D  L  F  H  S  R  V  R  N  I  F  H  Q  N  D  T  I  Y  N     
  
      TTTTCTTCCAATGGCCACTTGTTCAACCGTGCTTGTCAACTTGCCCATGATCACACAGAT 
      F  S  S  N  G  H  L  F  N  R  A  C  Q  L  A  H  D  H  T  D     
  
      GGTGTGATCAAGCTAAGGAAGGATCAGCTGCAGAATGCGGGAGAGCTGGAAAAGGTCAAG 
      G  V  I  K  L  R  K  D  Q  L  Q  N  A  G  E  L  E  K  V  K     
  
      AAGAAAAGACGTTTGGATTTTCTGGACATCCTCTTACTTGCCAGAATGGAGAATGGGGAC 
      K  K  R  R  L  D  F  L  D  I  L  L  L  A  R  M  E  N  G  D     
  
      AGCTTGTCTGACAAGGACCTACGTGCTGAGGTGGACACATTTATGTTCGAGGGTCATGAC 
      S  L  S  D  K  D  L  R  A  E  V  D  T  F  M  F  E  G  H  D     
  
      ACCACAGCCAGTGGAGTCTCCTGGATCTTCTATGCTCTGGCCACACACCCTAAGCACCAA 
      T  T  A  S  G  V  S  W  I  F  Y  A  L  A  T  H  P  K  H  Q     
  
      CAAAGATGCAGAGAGGAAGTTCAGAGTGTCCTGGGGGATGGGTCCTCCATTACCTGGGAT 
      Q  R  C  R  E  E  V  Q  S  V  L  G  D  G  S  S  I  T  W  D     
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      CACCTGGACCAGATTCCCTACACCACCATGTGTATCAAGGAGGCCCTGAGGCTTTACCCA 
      H  L  D  Q  I  P  Y  T  T  M  C  I  K  E  A  L  R  L  Y  P     
   
      CCTGTTCCAGGCATTGTCAGAGAACTCAGCACATCTGTCACCTTCCCTGATGGGCGCTCT 
      P  V  P  G  I  V  R  E  L  S  T  S  V  T  F  P  D  G  R  S     
  
      TTACCCAAGGGTATCCAAGTCACACTCTCCATTTATGGTCTCCACCACAACCCGAAGGTG 
      L  P  K  G  I  Q  V  T  L  S  I  Y  G  L  H  H  N  P  K  V     
  
      TGGCCAAACCCAGAGGTGTTTGACCCTTCCAGGTTTGCACCAGACTCTCCCCGACACAGC 
      W  P  N  P  E  V  F  D  P  S  R  F  A  P  D  S  P  R  H  S     
  
      CACTCATTCCTGCCCTTCTCAGGAGGAGCGAGGAACTGCATTGGGAAACAATTTGCTATG 
      H  S  F  L  P  F  S  G  G  A  R  N  C  I  G  K  Q  F  A  M     
  
      AGTGAGATGAAGGTGATTGTGGCCCTGACCCTGCTCCGCTTTGAGCTACTGCCAGATCCC 
      S  E  M  K  V  I  V  A  L  T  L  L  R  F  E  L  L  P  D  P     
  
      ACCAAGGTCCCCATCCCCTTACCACGACTTGTGCTGAAGTCCAAAAATGGGATCTACCTG 
      T  K  V  P  I  P  L  P  R  L  V  L  K  S  K  N  G  I  Y  L    
 
                                                XbaI 
                                                   |  
      TATCTCAAGAAGCTCCACCATATTCACCATCACCATCACCATTGATCTAGA 
      Y  L  K  K  L  H  H  I  H  H  H  H  H  H  *   
Φιγυρε 3−10. Νυχλεοτιδε σεθυενχεσ φορ OmpA.4A1.HT.   
Τηε 5−τερmιναλ OmpA λεαδερ σεθυενχε ανδ 3−τερmιναλ σιξ ηιστιδινε ταγ αρε σηοων ιν βολδ. Τηε εξτρα 
τωο αmινο αχιδσ (Η ανδ Ι) βετωεεν (Ηισ)6 ταγ ανδ ΧΨΠ4Α1 αρε υνδερλινεδ. Τηε Nde I σιτε χονταινινγ 
σταρτ χοδε ΑΤΓ ανδ  Xba I σιτε χονταινινγ στοπ χοδε ΤΓΑ αρε λαβελλεδ. Τηε Sac I σιτε χοννεχτ OmpA 
σεθυενχε ανδ CYP4A1 χDΝΑ ισ αλσο σηοων ιν τηε σεθυενχε. 
 
Τηε στρυχτυρε οφ τηε ΟmπΑ.ΧΨΠ4Α1.ΗΤ φυσιον προτειν ωασ χοmπαρεδ ωιτη τηε Ν−
τερmιναλλψ mοδιφιεδ ΧΨΠ4Α1 προτειν, χονστρυχτεδ ιν α πρεϖιουσλψ στυδψ (Dιερκσ et al. 
1998α). Τηε φιρστ σιξ αmινο αχιδσ (ΜΣςΣΑΛ) ατ τηε Ν−τερmινυσ ωερε αβσεντ ιν 
ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ, βυτ 26 αmινο αχιδσ (ΜΣςΣΑΛΣΣΤΡΦΤΓΣΙΣΓΦΛΘςΑΣςΛΓ) ωερε 
δελετεδ ατ τηε Ν−τερmινυσ ιν τηε mοδιφιεδ ΧΨΠ4Α1 (Dιερκσ et al. 1998α). Τηερεφορε, 
ΟmπΑ.ΧΨΠ4Α1.ΗΤ χονταινεδ mορε Ν−τερmιναλ αmινο αχιδσ οφ τηε οριγιναλ ΧΨΠ4Α1. 
ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ χαν βεττερ ρεπρεσεντ τηε οριγιναλ ΧΨΠ4Α1 τηαν Ν−τερmιναλλψ 
mοδιφιεδ ΧΨΠ4Α1.    
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ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ    
                                 ΟmπΑ                              ΧΨΠ4Α1                              Ηισ6 ταγ                            
 
 
 
4Α1.ΗΤ                    
                               ΧΨΠ17α  Ν−τερmινυσ        ΧΨΠ4Α1                             Ηισ6 ταγ 
                                   (ΜΑΛΛΛΑςΦ) 
Φιγυρε 3−11. Χοmπαρισον οφ χονστρυχτιον οφ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ ανδ Ν−τερmιναλλψ mοδιφιεδ ΧΨΠ4Α1.  
Τηε ΟmπΑ σεθυενχε ιν ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ ισ σηοων ασ τηε βλαχκ φιλλινγ. Τηε (Ηισ)6 ταγ ωασ σηοωεδ ασ 
τηε σλαντινγ βαρ. Ν−τερmιναλλψ mοδιφιεδ ΧΨΠ4Α1 ωασ ρεπορτεδ βψ Dιερκσ et al (1998). Τηε Ν−τερmινυσ 
φροm ΧΨΠ17α ισ σηοων ασ τηε γρεψ φιλλινγ ανδ τηε αmινο αχιδσ αρε ινχλυδεδ.  
 
Τηε εξπρεσσιον λεϖελ οφ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ ωασ χοmπαρεδ ωιτη τηατ οφ Ν−τερmιναλλψ 
mοδιφιεδ ΧΨΠ4Α1 ιν πρεσεντ στυδψ, ιν ορδερ το εξαmινε ωηετηερ τηε ΟmπΑ πεπτιδε 
χουλδ ιmπροϖε τηε εξπρεσσιον λεϖελ οφ Π450. 
3.3.1 Οπτιmισινγ εξπρεσσιον οφ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ 
3.3.1.1 Dιφφερεντ ηοστ στραινσ ον εξπρεσσιον οφ χψτοχηροmε Π450 
Τωο στραινσ, ϑΜ109 ανδ ΞΛ−1 βλυε, ωηιχη αρε χοmmονλψ υσεδ ιν εξπρεσσιον οφ 
Π450σ (Βαρνεσ 1996), ωερε ινϖεστιγατεδ ιν ουρ εξπεριmεντ. Ουρ ρεσυλτσ σηοωεδ τηατ 
τηε χηοιχε οφ ηοστ στραιν αφφεχτεδ τηε εξπρεσσιον λεϖελ οφ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ. Τηε ηιγηεστ 
λεϖελ οφ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ ωασ οβταινεδ ιν ϑΜ109, ωηιχη ωασ αλmοστ δουβλε τηατ ιν 
ΞΛ−1 (Φιγυρε 3−12).     
Τηε εξπρεσσιον λεϖελ οφ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ δεπενδεδ ον τηε ινδυχτιον τιmε. Τηε 
εξπρεσσιον λεϖελ πεακεδ ατ 24 ηουρσ βοτη ιν ϑΜ109 ανδ ΞΛ−1, βεφορε τηε χοντεντ οφ 
ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ γραδυαλλψ φελλ δοων. Τηερεφορε, ϑΜ109 ωασ χηοσεν ασ τηε ηοστ στραιν 
ανδ ινδυχτιον λαστεδ φορ 24 ηουρσ. 
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Φιγυρε 3−12. Dιφφερεντ ηοστ στραινσ ον εξπρεσσιον οφ Π450.  
ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ ωασ εξπρεσσεδ ιν ϑΜ109 ανδ ΞΛ−1. Τηε βαχτερια ωερε χυλτυρεδ ιν 50mλ οφ ΤΒ ατ 37°Χ. 
Εξπρεσσιον ωασ ινδυχεδ βψ 1mΜ ΙΠΤΓ ατ 28Χ. Ατ 17, 24, 41ανδ 48 ηρσ, τηε βαχτερια ωερε χολλεχτεδ 
βψ χεντριφυγατιον ατ 6,000γ φορ 20 mιν. Τηε χοντεντ οφ Π450 ιν ινταχτ χελλσ ωασ δετερmινεδ βψ Φε2+: 
Φε2+−ΧΟ διφφερενχε σπεχτρυm ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.1.1.  
3.3.1.2 Εφφεχτ οφ τεmπερατυρε ανδ χονχεντρατιον οφ ΙΠΤΓ 
Τηε τεmπερατυρε ανδ χονχεντρατιον οφ ΙΠΤΓ χουλδ αλσο ποσσιβλψ αφφεχτ εξπρεσσιον οφ 
χψτοχηροmε Π450 (Βαρνεσ 1996). Ιν τηε πρεσεντ στυδψ, 0.1mΜ ανδ 1mΜ ΙΠΤΓ ωερε 
υσεδ το ινδυχε εξπρεσσιον οφ ΧΨΠ4Α1 ατ διφφερεντ τεmπερατυρεσ (26.5Χ, 28Χ ανδ 
30Χ). Wηεν εξπρεσσιον ωασ ινδυχεδ βψ 1mΜ ΙΠΤΓ, τηε εξπρεσσιον λεϖελ διδ νοτ 
σιγνιφιχαντλψ χηανγε ατ διφφερεντ ινδυχτιον τεmπερατυρεσ. Ηοωεϖερ, ωηεν εξπρεσσιον 
ωασ ινδυχεδ βψ 0.1mΜ ΙΠΤΓ, ϖαριουσ εξπρεσσιον λεϖελσ ωερε οβσερϖεδ ατ διφφερεντ 
ινδυχτιον τεmπερατυρε. Τηε εξπρεσσιον λεϖελ ωασ λοωερ (3.3 ανδ 2.8νmολ/γ χελλσ) ατ 
28°Χ ανδ 30°Χ τηαν τηατ (5.1νmολ/γ χελλσ) ατ 26°Χ. Τηε ηιγηεστ λεϖελ οφ εξπρεσσιον 
ωασ οβταινεδ βψ ινδυχτιον υσινγ 1mΜ ΙΠΤΓ ατ 28°Χ. Τηερεφορε, τηισ χονδιτιον ωασ 
χηοσεν φορ εξπρεσσιον οφ Π450. 
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Φιγυρε 3−13. Εφφεχτ οφ τεmπερατυρε ανδ ΙΠΤΓ ον εξπρεσσιον οφ Π450.  
Βαχτερια ωερε χυλτυρεδ ιν 50mλ ΤΒ ατ 37°Χ υντιλ ΟD600 ρεαχη 0.3−0.6. ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ ωασ εξπρεσσεδ 
ιν ϑΜ109 ατ 26.5Χ, 28Χ ανδ 30Χ, ρεσπεχτιϖελψ. Εξπρεσσιον ωασ ινδυχεδ βψ 0.1mΜ ΙΠΤΓ ορ 1mΜ 
ΙΠΤΓ.  Ινδυχτιον λαστεδ 24 ηουρσ. Τηε χοντεντ οφ Π450 ιν ινταχτ χελλσ ωασ δετερmινεδ βψ Φε2+: Φε2+−ΧΟ 
διφφερενχε σπεχτρυm.    
3.3.1.3 Εφφεχτ οφ δ−ΑΛΑ 
δ−ΑΛΑ ισ τηε πρεχυρσορ οφ ηεmε, τηερεφορε, ιτ ισ ωιδελψ υσεδ ιν εξπρεσσιον οφ 
ρεχοmβιναντ Π450σ, βυτ τηε εφφεχτ οφ αδδιτιον οφ δ−ΑΛΑ ισ ϖαριαβλε (Βαρνεσ 1996). Ιν 
τηισ εξπεριmεντ, αδδιτιοναλ δ−ΑΛΑ χλεαρλψ ινχρεασεδ εξπρεσσιον οφ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ 
(Φιγυρε 3−14). Ηοωεϖερ, τοο mυχη δ−ΑΛΑ δεχρεασεδ τηε λεϖελ οφ εξπρεσσιον.  Τηε 
οπτιmαλ αmουντ οφ δ−ΑΛΑ ωασ 160∝γ/mλ. 
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Φιγυρε 3−14. Εφφεχτ οφ δ−ΑΛΑ ον εξπρεσσιον οφ χψτοχηροmε Π450.   
ϑΜ109 χελλσ ωερε χυλτυρεδ ιν 50mλ οφ ΤΒ ατ 37°Χ. Dιφφερεντ αmουντσ οφ δ−ΑΛΑ (0, 80, 160, 300∝γ/mλ) 
ωερε αδδεδ το τηε mεδια ωηεν ΟD600 ρεαχηεδ 0.1. Τηε εξπρεσσιον ωασ ινδυχεδ βψ 1mΜ ΙΠΤΓ ατ 28°Χ 
φορ 24 ηουρσ. Τηε χοντεντ οφ Π450 ιν ινταχτ χελλσ ωασ δετερmινεδ βψ Φε2+: Φε2+−ΧΟ διφφερενχε σπεχτρυm 
ασ δεσχριβεδ ιν mετηοδσ. 
3.3.1.4 Οπτιmαλ χονδιτιονσ οφ εξπρεσσινγ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ  
Ιν συmmαρψ, τηε οπτιmαλ χονδιτιονσ οφ εξπρεσσινγ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ ωερε δετερmινεδ 
ασ: 
Τηε ηοστ στραιν: ϑΜ109 
Ινδυχτιον τιmε: 24 ηουρσ 
Τηε χονχεντρατιον οφ ΙΠΤΓ: 1mΜ 
Ινδυχτιον τεmπερατυρε: 28Χ 
δ−ΑΛΑ: 160∝γ/mλ 
3.3.1.5 Σολυβιλισατιον οφ mεmβρανε−βουνδ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ 
Τηε αmουντ οφ δετεργεντ χριτιχαλλψ αφφεχτεδ τηε σολυβιλισατιον οφ ΧΨΠ4Α1 (Ταβλε 3−6). 
Τοο mυχη δετεργεντ ωουλδ δενατυρε τηε ενζψmε ανδ τοο λιττλε δετεργεντ ωουλδ ρεσυλτ 
ιν ποορ ρεχοϖερψ. Τηε χοmβινατιον οφ 0.75% (ϖ/ϖ) Εmυλγεν 913 ωιτη 0.6% χηολιχ 
αχιδ λεδ το τηε ηιγηεστ ρεχοϖερψ αφτερ σολυβιλισατιον. 
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Dετεργεντ Ρεχοϖερψ οφ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ (νmολ/mλ mιχροσοmεσ) 
0.35% Εmυλγεν 913 0.22 
0.75% Εmυλγεν 913 0.56 
1.15% Εmυλγεν 913 0.56 
0.75% Εmυλγεν 913 + 0.6% 
χηολιχ αχιδ (σοδιυm) 
1.32 
Ταβλε 3−6. Εφφεχτ οφ δετεργεντ ον ρεχοϖερψ οφ mεmβρανε−βουνδ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ.  
Dιφφερεντ αmουντσ οφ δετεργεντ ωερε αδδεδ το 5mλ mεmβρανε προτειν συσπενσιον. Τηε συσπενσιον ωασ 
στιρρεδ φορ 1 ηουρ ον ιχε. Τηε σολυβιλισεδ φραχτιον ωασ ρεχοϖερεδ βψ χεντριφυγατιον ατ 100,000γ φορ 1 
ηουρ, τηεν Π450 ωασ mεασυρεδ βψ σπεχτροmετερ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.1.1. 
3.3.2 Χοmπαρισον οφ τηε εξπρεσσιον λεϖελ οφ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ ανδ Ν−τερmιναλλψ 
mοδιφιεδ ΧΨΠ4Α1 
Ιν ορδερ το ινϖεστιγατε ωηετηερ τηε ΟmπΑ λεαδερ σεθυενχε χαν ιmπροϖε τηε 
εξπρεσσιον λεϖελ οφ ΧΨΠ4Α1, τηε εξπρεσσιον λεϖελ οφ ΧΨΠ4Α1 φυσιον ωιτη ΟmπΑ 
ωασ χοmπαρεδ ωιτη τηατ οφ τηε Ν−τερmιναλλψ mοδιφιεδ ΧΨΠ4Α1. Τηε mοδιφιεδ 
ΧΨΠ4Α1 ωασ εξπρεσσεδ ιν E.coli υνδερ τηε οπτιmαλ χονδιτιονσ δεσχριβεδ βψ Dιερκσ et 
al. (1998). Βριεφλψ, E.coli τρανσφορmεδ ωιτη πλασmιδ πΧWορι+/ΧΨΠ4Α1 ωασ χυλτυρεδ 
ιν ΤΒ mεδιιυm. Εξπρεσσιον ωασ ινδυχεδ βψ 1mΜ ΙΠΤΓ ατ 28°Χ οϖερνιγητ, ανδ 
80∝γ/mλ δ−ΑΛΑ ωασ συππλιεδ ιν τηε ΤΒ mεδιυm βεφορε ινδυχτιον. ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ 
ωασ εξπρεσσεδ υνδερ τηε οπτιmαλ χονδιτιονσ δετερmινεδ αβοϖε. Wε φουνδ τηατ τηε 
λεϖελ οφ εξπρεσσιον ωασ σιmιλαρ βετωεεν ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ ανδ mοδιφιεδ 4Α1 (Φιγυρε 
3−15). Τηερεφορε, φυσιον οφ ΧΨΠ4Α1 ωιτη ΟmπΑ σιγναλ πεπτιδε διδ νοτ ενηανχε τηε 
εξπρεσσιον λεϖελ ωηεν χοmπαρεδ ωιτη τηε εξπρεσσιον λεϖελ οφ Ν−τερmιναλλψ mοδιφιεδ 
ΧΨΠ4Α1.  
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Φιγυρε 3−15. Εξπρεσσιον λεϖελ οφ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ ανδ mοδιφιεδ ΧΨΠ4Α1 (ν=3).  
ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ ωασ εξπρεσσεδ υνδερ οπτιmαλ χονδιτιονσ ασ δεσχριβεδ ιν σεχτιον 3.3.1.4. Εξπρεσσιον οφ 
mοδιφιεδ 4Α1 ωασ ινδυχεδ βψ 1mΜ ΙΠΤΓ ατ 28°Χ οϖερνιγητ ανδ 80∝γ/mλ δ−ΑΛΑ ωασ συππλιεδ ιν τηε 
mεδιυm αχχορδινγ τηε πρεϖιουσ ρεπορτ (Dιερκσ et al. 1998α). Dατα ρεπρεσεντ τηε αϖεραγε οφ τηρεε 
σεπαρατε εξπεριmεντσ ανδ στανδαρδ δεϖιατιον ωασ υσεδ το σηοω τηε ϖαριατιον. 
3.3.3 Εξπρεσσιον ανδ πυριφιχατιον οφ ΧΨΠ4Α1 βψ λαργε−σχαλε χυλτυρε 
ΧΨΠ4Α1 ωασ υσυαλλψ εξπρεσσεδ ατ 60−100νmολ/λ οφ βαχτεριαλ χυλτυρε υνδερ οπτιmαλ 
χονδιτιονσ. Α τψπιχαλ πυριφιχατιον προχεδυρε ισ σηοων ιν Ταβλε 3−7.  
 Π450 
(νmολ) 
Προτειν 
(mγ) 
Σπεχιφιχ χοντεντ 
(νmολ/ mγ προτειν) 
Ρεχοϖερψ 
(%) 
Ινταχτ χελλσ 77 1080 0.071 100 
12,000γ συπερναταντ 62 407 0.15 81 
100,000γ πελλετ 50 57 0.88 65 
100,000γ πελλετ (σολυβιλισεδ) 35 33 1.06 48 
Πυριφιεδ βψ Ηισ−βινδ ρεσιν 8.2 6.0 1.37 11 
Βυφφερ χηανγε βψ ΠD−10 8.6 3.9 2.2 11 
Ταβλε 3−7. Εξτραχτιον ανδ Πυριφιχατιον οφ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ.   
ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ ωασ εξπρεσσεδ ιν 1 λιτερ ΤΒ mεδιυm. Ινδυχτιον βψ 1mΜ ΙΠΤΓ φορ 24 ηουρσ ατ 28°Χ. 
Τηε χοντεντ οφ προτειν ωασ mεασυρεδ βψ Βραδφορδ ασσαψ ανδ χοντεντ οφ Π450 ωασ δετερmινεδ βψ 
διφφερεντ σπεχτρυm.  
 
Ταβλε 3−7 σηοωσ τηατ πυριφιχατιον βψ νιχκελ χολυmν σεριουσλψ αφφεχτεδ τηε ρεχοϖερψ οφ 
Π450. Μορε τηαν 70% οφ τηε Π450 αχτιϖιτψ ωασ λοστ δυρινγ τηισ στεπ.  Τηε σπεχιφιχ 
χοντεντ οφ Π450 ωασ νοτ γρεατλψ ινχρεασεδ αφτερ τηισ σταγε. Τηε σπεχιφιχ χοντεντ οφ 
πυριφιεδ ΧΨΠ4Α1 ωασ ονλψ 2.2 νmολ Π450/mγ προτειν, ωηιχη ισ λοωερ τηαν τηε 
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τηεορετιχαλ ϖαλυε (16.4 νmολ/mγ προτειν, βασεδ ον α mολεχυλαρ ωειγητ οφ 
ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ οφ 60.8 κDα). Ηοωεϖερ, τηε πυριφιεδ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ σηοωεδ α σινγλε 
βανδ ον ΣDΣ−ΠΑΓΕ (Φιγυρε 3−16Α), ινδιχατινγ τηε προτειν ωασ ηοmογενουσ. Τηισ 
δατα συγγεστσ τηερε ισ α χονσιδεραβλε αmουντ οφ προτειν ωιτηουτ σπεχτραλ αχτιϖιτψ. 
Ηοωεϖερ, λιττλε Π420 ωασ οβσερϖεδ ιν τηε διφφερενχε σπεχτρυm οφ πυριφιεδ ΧΨΠ4Α1 
(Φιγυρε 3−16Β). Τηερεφορε, σοmε προτειν mυστ ηαϖε λοστ τηε αβιλιτψ το βινδ χαρβον 
mονοξιδε, συγγεστινγ τηε προτειν λοστ τηε ηεmε ορ ιρον ιν ηεmε.  
Αφτερ πυριφιεδ ΧΨΠ4Α1 ωασ δεσαλτεδ ον α ΠD−10 χολυmν, τηε αmουντ οφ τοταλ προτειν 
δεχρεασεδ βψ 30% βυτ τηε χοντεντ οφ Π450 διδ νοτ. Τηισ ωασ προβαβλψ βεχαυσε σοmε 
νον−φυνχτιοναλ Π450 προτειν ωασ νοτ ρεχοϖερεδ αφτερ τηε σαmπλε πασσεδ τηε ΠD−10 
χολυmν.  
                  
Φιγυρε 3−16. Πυριφιχατιον οφ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ.  
(Α) ΣDΣ−ΠΑΓΕ οφ πυριφιεδ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ. 8 πmολ οφ Π450 ωασ λοαδεδ ον τηε 10% πολψαχρψλαmιδε 
γελ ανδ σταινεδ βψ χοοmασσιε βλυε. Τηε προτειν mαρκερ ισ ινδιχατεδ (Μ=Μαρκερ, τηε mασσ υνιτ ισ κDα).  
(Β) Τηε διφφερενχε σπεχτρυm οφ πυριφιεδ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ. Τηε σαmπλε ωασ διλυτεδ φουρ φολδ το 2mλ 
ιν 20mΜ ποτασσιυm πηοσπηατε βυφφερ βυφφερ, 20% γλψχερολ, πΗ 7.4. Α φεω γραινσ οφ σοδιυm διτηιονιτε 
ωερε αδδεδ ιντο τηε σολυτιον. Τηε σολυτιον ωασ εθυαλλψ διϖιδεδ ασ τηε ρεφερενχε ανδ τηε σαmπλε. Αφτερ 
τηε βασελινε ωασ ρεχορδεδ βψ σχαννινγ φροm 400νm το 500νm, τηε σαmπλε ωασ γεντλψ βυββλεδ ωιτη 
χαρβον mονοξιδε ανδ σχαννεδ αγαιν.  
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Φιγυρε 3−17 εξεmπλιφιεσ τηε προχεσσ οφ πρεπαρινγ τηε πυρε ΧΨΠ4Α1. Τηε πυριφιεδ 
προτειν ωασ χηεχκεδ βψ ΣDΣ−ΠΑΓΕ, ανδ α σινγλε βανδ ωασ οβσερϖεδ ιν τηε γελ. Τηε 
πυρε ρεχοmβιναντ ΧΨΠ4Α1 ωασ οβταινεδ. 
 
Φιγυρε 3−17. ΠΑΓΕ οφ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ δυρινγ πυριφιχατιον.  
Σαmπλεσ ωερε αναλψσεδ βψ 10% πολψαχρψλαmιδε γελ ανδ σταινεδ βψ χοοmασσιε βλυε. Τηε ποσιτιονσ οφ 
mολεχυλαρ−ωειγητ mαρκερ (κDα) αρε ινδιχατεδ.  Lane 1, πυριφιεδ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ (8 πmολ); lane 2, 
mεmβρανε−φραχτιον οφ E.coli−εξπρεσσεδ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ ιν πελλετσ αφτερ χεντριφυγατιον ατ 100,000γ (15 
µγ); lane 3, E.coli−εξπρεσσεδ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ ρελεασεδ φροm χελλσ ιν τηε συπερναταντ αφτερ 
χεντριφυγατιον ατ 12,000γ (15 µγ); lane 4, E.coli−εξπρεσσεδ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ ιν ινδυχεδ χελλσ (20 µγ); 
ανδ lane 5, υνινδυχεδ χελλσ τρανσφορmεδ ωιτη πλασmιδ πΧWορι+/ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ (20 µγ).  
 
Τηε ρεχοmβιναντ ΧΨΠ4Α1 ωασ αλσο αναλψσεδ βψ ωεστερν βλοττινγ. Τηε ΧΨΠ4Α1 
αντιβοδψ φροm ραββιτσ ωασ πρεπαρεδ ασ ιν τηε πρεϖιουσ ρεπορτ (Ηενγ, Κυο et al, 1997). 
Τηε στρονγ σινγλε βανδ ωασ δετεχτεδ ιν βοτη βαχτερια εξπρεσσεδ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ ανδ 
ωιτη πυριφιεδ προτειν; νο βανδ ωασ φουνδ ιν ινδυχεδ ϑΜ109 (Φιγυρε 3−18).  Τηυσ, τηε 
ιδεντιφιχατιον οφ ρεχοmβιναντ ΧΨΠ4Α1 ωασ αλσο συππορτεδ βψ ωεστερν βλοττινγ. 
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Φιγυρε 3−18. Wεστερν αναλψσισ οφ ρεχοmβιναντ ΧΨΠ4Α1.  
Σαmπλεσ ωερε σεπαρατεδ βψ 10% ΣDΣ−ΠΑΓΕ ανδ βλοττινγ ωιτη τηε πριmαρψ αντιβοδψ αγαινστ ΧΨΠ4Α1 
ανδ δετεχτεδ υσινγ ενηανχεδ χηεmιλυmινεσενχε. Τηε ποσιτιον οφ mολεχυλαρ−ωειγητ mαρκερ (κDα) ισ 
ινδιχατεδ. Lane 1 πυριφιεδ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ; lane 2, ινδυχεδ ϑΜ109 χελλ ωιτηουτ πλασmιδ; ανδ lane 3 
ινδυχεδ ϑΜ109 χελλσ χονταινινγ πΧWορι+.ΧΨΠ4Α1 πλασmιδ.  
3.3.4 Σπεχτραλ χηαραχτεριστιχσ οφ ρεχοmβιναντ ΟmπΑ.ΧΨΠ4Α1.ΗΤ 
Τηε ρεχοmβιναντ ΧΨΠ4Α1 σηοωεδ τηε τψπιχαλ Π450 σπεχτρυm (Φιγυρε 3−19). Ιν τηε 
αβσολυτε σπεχτρυm οφ ρεχοmβιναντ ΧΨΠ4Α1, τηερε ισ α χλεαρ αβσορπτιον πεακ αρουνδ 
420νm, ωηιχη ισ χαυσεδ βψ τηε ηεmε ιν Π450. Ιν τηε Φε2+: Φε2+−χαρβον mονοξιδε 
σπεχτρυm, τηε ρεχοmβιναντ ΧΨΠ4Α1 γαϖε τηε χηαραχτεριστιχ αβσορβανχε ατ 450νm.  
Τηερεφορε, τηε βαχτεριαλ σψστεm προδυχεδ πυρε ανδ σπεχτραλλψ φυνχτιοναλ ΧΨΠ4Α1. 
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Φιγυρε 3−19. Τηε σπεχτρυm οφ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ.   
(Α) Τηε διφφερενχε σπεχτρυm οφ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ (Φε
2+
: Φε
2+
−ΧΟ). ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ (0.56µΜ) ωασ ιν 
20mΜ ποτασσιυm πηοσπηατε βυφφερ βυφφερ (πΗ 7.4) ωιτη 20% γλψχερολ. Α φεω χρψσταλσ οφ σοδιυm 
διτηιονιτε ωερε αδδεδ ιν 2mλ οφ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ σολυτιον. Τηε σολυτιον ωασ διϖιδεδ τηε εθυαλ παρτ. 1mλ 
οφ σολυτιον ωασ υσεδ ασ τηε ρεφερενχε. Ανοτηερ αλιθυοτ οφ σαmπλε ωασ τακεν ουτ ανδ γεντλψ βυββλεδ βψ 
χαρβον mονοξιδε. Τηε σπεχτρυm ωασ ρεχορδεδ βψ σχαννινγ σαmπλε φροm 400νm το 500νm ασ δεσχριβεδ 
ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.1.1. (Β) Τηε αβσολυτε σπεχτρυm οφ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ. 1mλ οφ 
20mΜ ποτασσιυm πηοσπηατε βυφφερ βυφφερ (πΗ 7.4) ωιτη 20% γλψχερολ ωασ υσεδ ασ τηε ρεφερενχε. 1mλ 
οφ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ (0.57µΜ) ωασ σχαννεδ φροm 400νm το 500νm, ανδ τηε σπεχτρυm ωασ ρεχορδεδ ασ 
δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.1.2.  
3.4 Στυδψ ιν στρυχτυρε−φυνχτιον ρελατιονσηιπσ οφ ΧΨΠ4Α1  
3.4.1 Συβστρατε βινδινγ ρεσιδυεσ 
3.4.1.1 Κ93 
3.4.1.1.1 Πρεδιχτιον 
Τηε ρεσιδυεσ ιν ΧΨΠ4Α1, ωηιχη χουλδ βε ινϖολϖεδ ιν συβστρατε βινδινγ, ωερε στυδιεδ. 
Τηε φιρστ ρεσιδυε τηατ ωε φοχυσ ον ισ Κ93. 
Τηε αλιγνmεντ οφ ΧΨΠ4Α προτεινσ (Φιγυρε 3−20) σηοωσ τηατ τηε ποσιτιον 
χορρεσπονδινγ το τηε ρεσιδυε Κ93 ιν ΧΨΠ4Α1 ισ ωελλ χονσερϖεδ. Τηερε αρε τηε σαmε 
Α Β
Μινγ Θι Φαν                                                                    3 Ρεσυλτσ 
  
 
− 110 − 
ρεσιδυε λψσινε ιν ΧΨΠ4Α3, ΧΨΠ4Α4, ΧΨΠ4Α5 ανδ ΧΨΠ4Α11, ανδ σιmιλαρ βασιχ 
ρεσιδυε αργινινε ιν 4Α6. Τηερεφορε, τηε ποσιτιϖελψ χηαργεδ ρεσιδυεσ οφτεν αππεαρ ιν 
τηισ ποσιτιον αmονγ ΧΨΠ4Ασ. ΧΨΠ4Α2, ΧΨΠ4Α7 ανδ ΧΨΠ4Α8 διφφερ: ΧΨΠ4Α2 ανδ 
ΧΨΠ4Α8 ηαϖε πολαρ ρεσιδυεσ, τηρεονινε ανδ ασπαραγινε, ωηιλε ΧΨΠ4Α7 ηασ νεγατιϖε 
χηαργεδ γλυταmιχ αχιδ ιν τηε χορρεσπονδινγ ποσιτιον. Τηυσ, τηεσε ποσιτιϖελψ χηαργεδ 
ρεσιδυεσ ινχλυδινγ Κ93 ιν ΧΨΠ4Α1 mαψ ηαϖε α σιmιλαρ φυνχτιον, ωηιχη ισ ιmπορταντ 
φορ κεεπινγ Π450 χαταλψτιχ αχτιϖιτψ. 
Μορεοϖερ, τηε αλιγνmεντ (Φιγυρε 3−20) σηοωσ τηε ποσιτιον οφ Κ93 ιν ΧΨΠ4Α1 το βε 
σιmιλαρ το τηατ οφ Ρ47 ιν ΒΜ3. Αχχορδινγ το τηε χρψσταλ στρυχτυρε οφ ΧΨΠΒΜ3 ιν τηε 
πρεσενχε οφ παλmιτολειχ αχιδ, Ρ47 ανδ Ψ51 ρεσιδυεσ αρε συβστρατε χονταχτ ρεσιδυεσ (Λι 
ανδ Πουλοσ 1997). Σιτε−διρεχτεδ mυταγενεσισ οφ ΒΜ3 αλσο συππορτσ τηε ηψποτηεσισ 
τηατ Ρ47 ανδ Ψ51 αρε ιmπορταντ φορ συβστρατε βινδινγ (Γραηαm−Λορενχε et al. 1997; 
Ολιϖερ et al. 1997; Νοβλε et al. 1999; Χοωαρτ et al. 2001). Βοτη Κ93 ανδ Ρ47 
ρεσιδυεσ χαρρψ ποσιτιϖε χηαργεσ; τηερεφορε, τηεσε τωο ρεσιδυεσ mαψ σηαρε σιmιλαρ 
φυνχτιονσ. Τηυσ, τηε αλιγνmεντ οφ ΧΨΠ4Ασ ανδ ΧΨΠΒΜ3 αλσο συγγεστ τηε ρεσιδυε 
Κ93 ισ α ποτεντιαλ συβστρατε−βινδινγ ρεσιδυε. 
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CYP4A1  : DKELQQIMTCVENFPSAFPRWFWGSKAYLIVYDPDYMKVI   
CYP4A2  : DREFQQVLTWVEKFPGACLQWLSGSTARVLLYDPDYVKVV   
CYP4A3  : DREFQQVLTWVEKFPGACLQWLSGSKTRVLLYDPDYVKVV   
CYP4A4  : DQELERIQKWVEKFPGACPWWLSGNKARLLVYDPDYLKVI   
CYP4A5  : NQELQQILKWVEKFPRACPHWIGGNKVRVQLYDPDYMKVI   
CYP4A6  : GHELQVMLKWVEKFPSACPRWLWGSRAHLLIYDPDYMKVI   
CYP4A7  : DSELQQVLKRVEKFPSACPRWLWGSELFLICYDPDYMKTI   
CYP4A8  : DQDFQDILTRVKNFPSACPQWLWGSNVRIQVYDPEYMKLI   
CYP4A11 : DQELQRIQKWVETFPSACPHWLWGGKVRVQLYDPDYMKVI   
CYPBM3  : DKPVQALMKIADELGEIFKFEAPGRVTRYLSSQRLIKEAC 
               23                                  47    51              62 
Φιγυρε 3−20. Αλιγνmεντ οφ ΧΨΠ4Ασ ανδ ΧΨΠΒΜ3.   
Αλιγνmεντ ωασ χρεατεδ υπ βψ πιλευπ προγραm ανδ δισπλαψεδ βψ ΓενεDοχ προγραm. Dιφφερεντ σηαδινγ 
σηοωσ τηε χονσερϖεδ ρεγιον. Τηε βλαχκ σηαδε ισ 100% ιδεντιτψ, τηε δεεπ γραψ σηαδε ισ 80% ιδεντιτψ 
ανδ τηε λιγητ γραψ σηαδε ισ 60% ιδεντιτψ. Τηε σιmιλαρ ρεσιδυεσ αρε χονσιδερεδ το βε ιδεντιτψ. Κ93 ανδ 
Ρ87 ιν ΧΨΠ4Α1 αρε υνδερλινεδ. Ρ47 ανδ Ψ51 ιν ΧΨΠΒΜ3 αρε αλσο υνδερλινεδ. 
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Τηε mοδελ οφ ΧΨΠ4Α1, βασεδ ον τηε χρψσταλ στρυχτυρε οφ ΧΨΠΒΜ3 (ΧΨΠ102) 
(Ραϖιχηανδραν et al, 1993), ωασ βυιλτ το πρεδιχτ τηε φυνχτιον οφ ρεσιδυεσ ιν ΧΨΠ4Α1 
(υνπυβλισηεδ, Χ. Α. Λαυγητον, Σχηοολ οφ Πηαρmαχευτιχαλ Σχιενχεσ, Υνιϖερσιτψ οφ 
Νοττινγηαm). Ιτ ηασ βεεν προποσεδ τηατ τηε ποσιτιϖελψ χηαργεδ ρεσιδυε, Κ93, λοχατεδ 
ατ τηε εντρανχε οφ τηε συβστρατε χηαννελ αχχορδινγ το ουρ ΧΨΠ4Α1 mοδελ (Φιγυρε 3−
21), πλαψσ αν ιmπορταντ ρολε ιν συβστρατε βινδινγ βεχαυσε ιτ χουλδ φορm αν ιον−παιρ 
ωιτη φαττψ αχιδσ, τηε συβστρατε οφ ΧΨΠ4Α1. Τηε διστανχε βετωεεν Κ93 ανδ τηε ηεmε 
ιν ΧΨΠ4Α1 (21.2 ⊕) ασ σηοων ιν Φιγυρε 3−21 ισ συφφιχιεντ το φιτ λαυριχ αχιδ (χα. 14 ⊕). 
Ασ α ρεσυλτ, τηε ρεσιδυε Κ93 ωασ χηοσεν φορ τηεσε συβστρατε−βινδινγ στυδιεσ.  
Wε προποσεδ τηατ Κ93 χουλδ βινδ το λαυριχ αχιδ βψ ελεχτροστατιχ αττραχτιον. Ιν ορδερ το 
τεστ τηισ, σιτε−διρεχτεδ mυταγενεσισ ωασ υσεδ ιν τηισ εξπεριmεντ. Ηοωεϖερ, mανψ 
ρεασονσ χαν χαυσε α mυταντ το λοσε αφφινιτψ φορ α συβστρατε, συχη ασ αλτερεδ ενζψmε 
τερτιαρψ στρυχτυρε. Τηερεφορε, ωε δεσιγνεδ τηε mυταντ, Κ93Ε, ωηιχη ωασ συπποσεδ το 
χηανγε τηε συβστρατε σπεχιφιχιτψ φροm φαττψ αχιδ το φαττψ αmινε, δυε το τηε ιον−παιρ 
φορmατιον βετωεεν νεγατιϖελψ χηαργεδ ρεσιδυε Ε ανδ ποσιτιϖελψ χηαργεδ φαττψ αmινε. 
Τηισ mυταντ σηουλδ νοτ ονλψ διmινιση τηε αφφινιτψ φορ φαττψ αχιδ, βυτ σηουλδ αλσο 
χονφερ α νεω φαττψ αmινε−βινδινγ αβιλιτψ. Τηερεφορε, τηε ρολε οφ Κ93 ιν συβστρατε 
βινδινγ χαν βε χλεαρλψ δεmονστρατεδ.   
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Φιγυρε 3−21. Ηοmολογουσ mοδελ οφ ΧΨΠ4Α1.  
Τηε χοmπυτινγ mοδελ οφ ΧΨΠ4Α1 ωασ χρεατεδ βψ Χ. Α. Λαυγητον (Σχηοολ οφ Πηαρmαχευτιχαλ 
Σχιενχεσ, Υνιϖερσιτψ οφ Νοττινγηαm) βασεδ ον τηε χρψσταλ στρυχτυρε οφ ΧΨΠΒΜ3. Τηε πινκ ρεσιδυε ισ 
Κ93, ωηιχη ισ λοχατεδ ατ τηε mουτη οφ τηε συβστρατε χηαννελ. Τηε ηεmε γρουπ ιν ΧΨΠ4Α1ισ ψελλοω, 
ανδ τηε ιρον ιν τηε ηεmε ισ ορανγε. Τηε διστανχε βετωεεν Κ93 ανδ ηεmε−ιρον ισ 21.20⊕ ιν τηε mοδελ 
οφ ΧΨΠ4Α1. Τηε Ι−ηελιξ αβοϖε τηε ηεmε ισ ρεδ.  
3.4.1.1.2 Εξπρεσσιον ανδ πυριφιχατιον οφ τηε Κ93Ε mυταντ  
Τηε Κ93Ε mυταντ ωασ χονστρυχτεδ βψ σιτε−διρεχτεδ mυταγενεσισ υσινγ τηε ΓενεΕδιτορ 
Κιτ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.7.1. Τηε DΝΑ σεθυενχε οφ 
Κ93Ε ωασ χονφιρmεδ βψ δουβλε−στρανδ σεθυενχινγ ασ σηοων βελοω.  
K93E: 
GCCTTTCCTCGATGGTTCTGGGGATCCGAAGCCTACTTAATT  
A  F  P  R  W  F  W  G  S  E  A  Y  L  I      
Φιγυρε 3−22. DΝΑ Σεθυενχε οφ Κ93Ε mυταντ ανδ δεδυχεδ αmινο αχιδσ.  
Τηε mυτατιον ισ σηοων ιν βολδ ανδ τηε νοϖελ BamH I ισ υνδερλινεδ. 
 
Τηε Κ93Ε mυταντ ωασ εξπρεσσεδ ιν E.coli ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ 
σεχτιον 2.6.2.3 φορ ωιλδ τψπε ΧΨΠ4Α1. Τηε λεϖελ οφ εξπρεσσιον ωασ 60−90νmολ/λ, 
ωηιχη ισ σιmιλαρ το ωιλδ τψπε ΧΨΠ4Α1. Αφτερ πυριφιχατιον βψ ΗισΒινδινγ ρεσιν, α 
σινγλε βανδ ωασ δετεχτεδ ον ΣDΣ−ΠΑΓΕ (Φιγυρε 3−23Α). Τηε Φε2+: Φε2+−ΧΟ 
διφφερενχε σπεχτρυm οφ Κ93Ε σηοωεδ τηατ τηε mαιν πεακ ωασ ατ 450νm, τηουγη α 
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σmαλλ αmουντ οφ Π420 στιλλ εξιστεδ (Φιγυρε 3−23Β). Τηερεφορε, τηε πυρε ανδ σπεχτραλλψ 
φυνχτιοναλ Κ93Ε ωασ οβταινεδ ανδ υσεδ φορ συβστρατε βινδινγ ανδ αχτιϖιτψ ασσαψσ. 
      
Φιγυρε 3−23. Τηε πυριφιεδ Κ93Ε mυταντ προτειν.  
(Α) Πυριφιεδ Κ93Ε mυταντ ον ΣDΣ−ΠΑΓΕ. 8πmολ οφ Κ93Ε ωασ λοαδεδ ιν 10% πολψαχρψλαmιδε γελ 
ανδ δετεχτεδ βψ χοοmασσιε βλυε. Τηε ποσιτιον οφ προτειν mαρκερ (κDα) ωασ ινδιχατεδ (Μ= Μαρκερ). (Β) 
Φε
2+
: Φε
2+
−ΧΟ διφφερενχε σπεχτρυm οφ Κ93Ε mυταντ. Τηε χονχεντρατιον οφ ενζψmε ωασ 0.44µΜ. 
Τηε διφφερενχε σπεχτρυm ωασ ρεχορδεδ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.1.1. 
3.4.1.1.3 Συβστρατε βινδινγ ασσαψ οφ Κ93Ε 
Τηε συβστρατε βινδινγ διφφερενχε σπεχτρα ωασ υσεδ το εϖαλυατε τηε αβιλιτψ οφ τηε 
ενζψmε το βινδ συβστρατε. Τηε Κσ ϖαλυεσ (Σπεχτραλ δισσοχιατιον χονσταντ) ωερε 
οβταινεδ φροm διφφερενχε σπεχτρα. Κσ ωασ δεφινεδ ασ βελοω (Αλτερmαν et al. 1995; 
Χηαυρασια et al. 1995). 
Κσ=[Ε][Σ]/[ΕΣ]  
[Ε]: τηε χονχεντρατιον οφ τηε φρεε ενζψmε, 
[Σ]: τηε χονχεντρατιον οφ τηε φρεε συβστρατε,  
[ΕΣ]: τηε χονχεντρατιον οφ ενζψmε ανδ συβστρατε χοmπλεξ. 
Κσ ϖαλυεσ ωερε δετερmινεδ υσινγ τηε εθυατιον, ∆Α=[Σ][Ε0]/(Κσ+[Σ]) (∆Α=Α390−Α420,  
Α Β
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[Σ]: τηε χονχεντρατιον οφ συβστρατε, [Ε0]=k ∆Αmαξ), ωιτη τηε ασσυmπτιον τηατ τοταλ 
συβστρατε χονχεντρατιον ισ mυχη ηιγηερ τηαν Π450 χονχεντρατιον (Αλτερmαν et al. 
1995; Χηαυρασια et al. 1995).  
Λαυριχ αχιδ ανδ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε, ωηιχη χαρρψ νεγατιϖε ανδ 
ποσιτιϖε χηαργε ρεσπεχτιϖελψ, ωερε χηοσεν ασ τηε συβστρατεσ το εξαmινε τηε εφφεχτ οφ 
ελεχτροστατιχ ιντεραχτιον βετωεεν ΧΨΠ4Α1 ορ Κ93Ε mυταντ ανδ συβστρατεσ.  
Τηε διφφερενχε σπεχτρα οφ ΧΨΠ4Α1 βινδινγ το λαυριχ αχιδ αρε σηοων ιν Φιγυρε 3−24. 
Κσ ϖαλυε ισ σηοων ιν Ταβλε 3−8. ΧΨΠ4Α1 βινδινγ το λαυριχ αχιδ ρεσυλτεδ ιν τηε 
τψπιχαλ Τψπε Ι διφφερενχε σπεχτρυm, ωηιχη σηοωεδ α mαξιmυm ατ αππροξιmατελψ 
390νm ανδ α mινιmυm ατ αππροξιmατελψ 420νm (ϑεφχοατε 1978; Ορτιζ δε Μοντελλανο 
1997). Ασ εξπεχτεδ, ωιλδ τψπε ΧΨΠ4Α1 βουνδ ωελλ ωιτη λαυριχ αχιδ, σηοων βψ τηε 
λοω Κσ ϖαλυε (9.7µΜ). Τηε βινδινγ οφ λαυριχ αχιδ το Κ93Ε αλσο σηοωεδ α Τψπε Ι 
διφφερενχε σπεχτρυm (Φιγυρε 3−25). Τηε Κσ ϖαλυε (32µΜ) οφ τηε Κ93Ε mυταντ 
βινδινγ το λαυριχ αχιδ ωασ λοωερ τηαν εξπεχτεδ φορ τηε ελεχτροστατιχ ρεπυλσιον βετωεεν 
τωο χαρβοξψλ γρουπσ ιν λαυριχ αχιδ ανδ Ε93, ονλψ αππροξιmατελψ τηρεε τιmεσ ηιγηερ 
τηαν τηατ οφ ΧΨΠ4Α1 βινδινγ το λαυριχ αχιδ. Τηισ Κσ δατα δεmονστρατεδ τηατ λαυριχ 
αχιδ ωασ στιλλ α γοοδ συβστρατε φορ τηε Κ93Ε mυταντ. Τηισ συβστρατε βινδινγ ασσαψ 
ρεσυλτ ωασ φυρτηερ συππορτεδ βψ τηε αχτιϖιτψ ασσαψ, τηε αχτιϖιτψ ασσαψ σηοωεδ νο λαργε 
διφφερενχε βετωεεν ΧΨΠ4Α1 ανδ Κ93Ε φορ mεταβολισινγ λαυριχ αχιδ (ΧΨΠ4Α1: 
Κm=6.25µΜ, ςmαξ=32.5 νmολεσ/mιν/νmολ Π450, Κ93Ε: Κm=10.5µΜ, ςmαξ=26.2 
νmολεσ/mιν/νmολ Π450. Dατα ωασ προϖιδεδ βψ ς. Ε. Ηολmεσ, Σχηοολ οφ 
Πηαρmαχευτιχαλ Σχιενχεσ, Υνιϖερσιτψ οφ Νοττινγηαm). 
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Φιγυρε 3−24. Ιντεραχτιον οφ λαυριχ αχιδ ανδ ΧΨΠ4Α1.  
(Α) Τηε διφφερενχε σπεχτρυm οφ συβστρατε βινδινγ.  Τηε διφφερενχε σπεχτρυm ωασ ρεχορδεδ ασ 
δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.1.2. Τηε χονχεντρατιον οφ ΧΨΠ4Α1 ωασ 0.44µΜ. (Β) 
Ρεγρεσσιον πλοτ οφ λαυριχ αχιδ χονχεντρατιον ϖερσυσ ∆Α. Dατα ωασ αναλψσεδ βψ ΣιγmαΠλοτ. Τηε Κσ 
ϖαλυε ωασ δετερmινεδ βψ φιττινγ τηε εθυατιον ∆Α=[Σ][Ε0]/(Κσ+[Σ]) (ν=1). 
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Φιγυρε 3−25.  Ιντεραχτιον οφ λαυριχ αχιδ ανδ Κ93Ε.  
(Α) Τηε διφφερενχε σπεχτρυm οφ συβστρατε βινδινγ. Τηε διφφερενχε σπεχτρυm ωασ ρεχορδεδ ασ 
δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.1.2. Τηε χονχεντρατιον οφ ενζψmε ωασ 0.44µΜ. (Β) 
Ρεγρεσσιον πλοτ οφ λαυριχ αχιδ χονχεντρατιον ϖερσυσ ∆Α. Dατα ωασ αναλψσεδ βψ ΣιγmαΠλοτ. Τηε Κσ 
ϖαλυε ωασ δετερmινεδ βψ φιττινγ τηε εθυατιον ∆Α=[Σ][Ε0]/(Κσ+[Σ]) (ν=1). 
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ΧΨΠ4Α1 φαιλεδ το βινδ το δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε; νο αβσορβανχε 
διφφερενχε ωασ οβσερϖεδ (Φιγυρε 3−26). Φορ τηε Κ93Ε mυταντ, τηερε ωασ α τρουγη ατ 
420νm ιν τηε διφφερενχε σπεχτρυm βυτ νο πεακ ατ 390νm (Φιγυρε 3−27) αφτερ τιτρατιον 
οφ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε. Χονχεντρατιονσ οφ δοδεχψλτριmετηψλ−
αmmονιυm βροmιδε υπ το 400µΜ ωερε ασσαψεδ βυτ νο ηιγηερ βεχαυσε ηιγηερ 
χονχεντρατιονσ οφ δετεργεντ ωερε λικελψ το δαmαγε τηε Π450 τερτιαρψ στρυχτυρε. Τηισ 
διφφερενχε σπεχτρυm ηασ νοτ βεεν πρεϖιουσλψ ρεπορτεδ (ϑεφχοατε 1978; Ορτιζ δε 
Μοντελλανο 1997). Τηε ρεγρεσσιον οφ ∆Α αγαινστ χονχεντρατιον οφ 
δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε σηοωεδ αν αλmοστ λινεαρ ρελατιονσηιπ ανδ ασ α 
ρεσυλτ, τηε Κσ ϖαλυε οφ Κ93Ε βινδινγ το δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε χουλδ 
νοτ βε δετερmινεδ.  
Τηε σλοπε οφ τηε λινε ωασ 7.91×10−5 µΜ−1⋅µΜ−1 Π450. Τηε mαξιmυm αβσορπτιον 
χηανγε χαυσεδ βψ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε (0.014) ωασ αππροξιmατελψ 
ηαλφ οφ τηατ χαυσεδ βψ λαυριχ αχιδ (0.038). Ιτ ισ αππαρεντ τηατ τηε χηανγε ιν διφφερενχε 
σπεχτρυm, προδυχεδ βψ τηε ιντεραχτιον οφ λαυριχ αχιδ ωιτη ΧΨΠ4Α1, ρεσυλτεδ ιν τηε Κσ 
ρεγρεσσιον χυρϖε ατ λοω χονχεντρατιονσ οφ τηε συβστρατε, ωηιχη ισ διφφιχυλτ το 
διστινγυιση φροm λινεαριτψ. Τηερεφορε, τηε ιντεραχτιον οφ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm 
ωιτη Κ93Ε ρεφλεχτσ α λοω αφφινιτψ συβστρατε βινδινγ. 
Τηε αχτιϖιτψ ασσαψ σηοωεδ τηατ βοτη ΧΨΠ4Α1 ανδ Κ93Ε χουλδ νοτ mεταβολισε 
δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε (υνπυβλισηεδ, ς. Ε. Ηολmεσ, Σχηοολ οφ 
Πηαρmαχευτιχαλ Σχιενχεσ, Υνιϖερσιτψ οφ Νοττινγηαm).  
Ιν συmmαρψ, ΧΨΠ4Α1 ανδ Κ93Ε βουνδ ωελλ το λαυριχ αχιδ. Τηε Κσ ϖαλυε οφ ωιλδ 
τψπε ΧΨΠ4Α1 βινδινγ το λαυριχ αχιδ ωασ αππροξιmατελψ τηρεε τιmεσ λοωερ τηαν τηατ οφ 
Κ93Ε βινδινγ το λαυριχ αχιδ. Τηε διφφερενχε ιν Κσ ϖαλυεσ βετωεεν ΧΨΠ4Α1 ανδ 
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Κ93Ε ωασ σmαλλερ τηαν εξπεχτεδ φορ τηε εφφεχτ οφ ελεχτροστατιχ ιντεραχτιον βετωεεν 
Κ93 ανδ τηε συβστρατε. ΧΨΠ4Α1 δοεσ νοτ βινδ το αmινε χοmπουνδ; Κ93Ε ωεακλψ 
βινδσ το αmινε χοmπουνδ.  
Τηερεφορε, νο mαϕορ διφφερενχε οφ συβστρατε σπεχιφιχιτψ ωασ φουνδ βετωεεν Κ93Ε 
mυταντ ανδ ΧΨΠ4Α1. Τηε Κ93 ρεσιδυε ιν ΧΨΠ4Α1 ισ προβαβλψ νοτ χριτιχαλ φορ τηε 
συβστρατε χονταχτινγ. Ιτ ισ ποσσιβλε τηατ τηερε αρε οτηερ ρεσιδυεσ ιν ΧΨΠ4Α1, ωηιχη αρε 
ινϖολϖεδ ιν συβστρατε βινδινγ. 
 
Φιγυρε 3−26. Ιντεραχτιον οφ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε ανδ ΧΨΠ4Α1.        
Υπ το 400µΜ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε ωασ αδδεδ το ΧΨΠ4Α1. Τηε διφφερενχε σπεχτρυm 
ωασ ρεχορδεδ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.1.2. 
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Φιγυρε 3−27. Ιντεραχτιον οφ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε ανδ Κ93Ε.  
(Α) Τηε διφφερενχε σπεχτρυm οφ συβστρατε βινδινγ.  Τηε χονχεντρατιον οφ Κ93Ε mυταντ ωασ 0.44µΜ. 
Τηε διφφερενχε σπεχτρυm ωασ ρεχορδεδ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.1.2. (Β) 
Ρεγρεσσιον πλοτ οφ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε χονχεντρατιον ϖερσυσ ∆Α. Dατα ωασ 
αναλψσεδ βψ ΣιγmαΠλοτ (ν=1).  
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  4Α1 Κ93Ε 
Λαυριχ αχιδ  9.7µΜ 32µΜ 
Dοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε  Νοτ βινδινγα Λινεαρ (Νο σατυρατεδ) β 
α. Τηε αβσορβανχε διδ νοτ χηανγε υπ το 400∝Μ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε. 
β. ∆Α χοντινυαλλψ χηανγεδ υπ το 410µΜ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε. Τηε ρεσυλτινγ 
ρεγρεσσιον χυρϖε ωασ χλοσε το στραιγητ λινε. 
Ταβλε 3−8. Βινδινγ οφ συβστρατε το ΧΨΠ4Α1 ανδ Κ93Ε.  
Τηε χονχεντρατιον οφ ΧΨΠ4Α1 ανδ Κ93Ε αρε 0.44µΜ. Τηε διφφερενχε σπεχτρα ωερε ρεχορδεδ ασ 
δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.1.2.  Τηε Κσ ϖαλυεσ (µΜ) ωερε οβταινεδ βψ νονλινεαρ 
ρεγρεσσιον ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.1.2. 
3.4.1.2 Ρ87 
Οωινγ το τηε νεγατιϖε ρεσυλτσ οβταινεδ φροm τηε Κ93Ε συβστρατε−βινδινγ ασσαψ, ωε 
πρεσυmεδ τηατ οτηερ ρεσιδυεσ χουλδ ρεσπονδ το συβστρατε βινδινγ. Wε εξαmινεδ τηε 
χοmπυτινγ mοδελ οφ ΧΨΠ4Α1 αγαιν ανδ φουνδ τηατ ρεσιδυε Ρ87 αλσο χαρριεδ τηε 
ποσιτιϖε χηαργε, ανδ ωασ λοχατεδ ατ τηε οτηερ σιδε οφ τηε συβστρατε χηαννελ (Φιγυρε 3−
28). Τηερεφορε, ιτ ωασ προποσεδ τηατ Ρ87 χουλδ βε ανοτηερ ποτεντιαλ χανδιδατε φορ 
συβστρατε βινδινγ.   
 
Φιγυρε 3−28. Ρ87 ανδ Κ93 ιν ΧΨΠ4Α1 mοδελ.  
Τηε Ρ87 ρεσιδυε ισ λιγητ βλυε ανδ τηε Κ93 ρεσιδυε ισ πινκ. Βοτη οφ τηεm αρε χλοσε το συβστρατε χηαννελ. 
Τηε ηεmε ισ γρεεν. Τηε ιρον ιν τηε ηεmε ισ ρεδ.  
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3.4.1.2.1 Ρ87Ε ανδ Ρ87Ε/Κ93Ε mυταντσ 
Wε δεσιγνεδ τωο mυταντσ: Ρ87Ε ανδ Ρ87Ε/Κ93Ε το στυδψ στρυχτυρε−φυνχτιον 
ρελατιονσηιπ οφ Ρ87 ρεσιδυε ιν ΧΨΠ4Α1. Ιν τηεσε mυταντσ, τηε ποσιτιϖελψ χηαργεδ 
ρεσιδυε Ρ87 ωασ ρεπλαχεδ βψ νεγατιϖελψ χηαργεδ Ε. Τηε συβστρατε σπεχιφιχιτψ οφ τηεσε 
mυταντσ ωασ ινϖεστιγατεδ. 
Τηε mυταντσ ωερε χονστρυχτεδ βψ τηε ΓενεΕδιτορ Κιτ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ 
Μετηοδσ σεχτιον 2.7.1, ανδ εξπρεσσεδ ιν ϑΜ109 ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ 
Μετηοδσ σεχτιον 2.6.2.3 φορ ΧΨΠ4Α1. Τηε DΝΑ σεθυενχεσ οφ mυταντσ ωερε 
χονφιρmεδ βψ δουβλε−στρανδ σεθυενχινγ ασ σηοωεδ βελοω.  
R87E/K93E: 
GCCTTTCCTGAATGGTTCTGGGGATCCGAAGCTTACTTAATT  
A  F  P  R  W  F  W  G  S  E  A  Y  L  I      
R87E: 
GCCTTTCCTGAATGGTTCTGGGGAAGCAAAGCTTACTTAATT  
A  F  P  R  W  F  W  G  S  K  A  Y  L  I      
Φιγυρε 3−29. DΝΑ σεθυενχεσ οφ Ρ87Ε/Κ93Ε ανδ Ρ87Ε mυταντσ ανδ δεδυχεδ αmινο αχιδσ.  
Τηε mυτατιονσ αρε σηοων ιν βολδ; τηε νοϖελ Hind III (ΑΑΓΧΤΤ) ανδ BamH I (ΓΓΑΤΧΧ) σιτεσ αρε 
υνδερλινεδ. 
 
Τηε εξπρεσσιον λεϖελ οφ mυταντσ ωασ λοω. Ρ87Ε ανδ Ρ87Ε/Κ93Ε ωερε εξπρεσσεδ ιν 
26νmολ/λ ανδ 33νmολ/λ, ρεσπεχτιϖελψ. Αφτερ πυριφιχατιον ον α νιχκελ χολυmν, Ρ87Ε 
ανδ Ρ87Ε/Κ93Ε σηοωεδ σινγλε προτειν βανδσ ον ΣDΣ−ΠΑΓΕ (Φιγυρε 3−30). Τηε 
διφφερενχε σπεχτρυm οφ τηεσε mυταντσ σηοωεδ τηε τψπιχαλ Π450 σπεχτρυm, βυτ τηερε 
ωασ σmαλλ αmουντ οφ Π420 ιν τηε πυριφιεδ προτεινσ (Φιγυρε 3−31). Τηε πυριφιεδ προτειν 
ωασ στορεδ ατ −80°Χ ανδ υσεδ φορ συβστρατε βινδινγ ασσαψ ανδ αχτιϖιτψ ασσαψ. 
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Φιγυρε 3−30. Πυριφιεδ Ρ87Ε, Ρ87Ε/Κ93Ε ανδ Ρ87W/Κ93Ε mυταντσ προτειν. 
14πmολ οφ Ρ87Ε, 5πmολ οφ Ρ87W/Κ93Ε ανδ 5πmολ οφ Ρ87Ε/Κ93Ε ωερε λοαδεδ ον γελ. Προτεινσ ωερε 
σεπαρατεδ βψ 10% ΣDΣ−ΠΑΓΕ ανδ δετεχτεδ βψ χοοmασσιε βλυε. Τηε προτειν mαρκερ ωασ ινδιχατεδ 
(Μ=Μαρκερ, τηε υνιτ ισ ΚDα). 
Μινγ Θι Φαν                                                                    3 Ρεσυλτσ 
  
 
− 123 − 
 
 
Φιγυρε 3−31. Τηε διφφερενχε σπεχτρα οφ (Α) Ρ87Ε ανδ (Β) Ρ87Ε/Κ93Ε mυταντσ.  
Τηε χονχεντρατιον οφ Ρ87Ε ανδ Ρ87Ε/Κ93Ε ωερε 0.03µΜ ανδ 0.23µΜ. Τηε ΧΟ−βινδινγ διφφερενχε 
σπεχτρα ωερε ρεχορδεδ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.1.1. 
Α
Β
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Τηε βινδινγ οφ λαυριχ αχιδ το Ρ87Ε ορ Ρ87Ε/Κ93Ε mυταντσ ρεσυλτεδ ιν α Τψπε Ι 
διφφερενχε σπεχτρυm, ωηιχη σηοωεδ α πεακ ατ αρουνδ 390νm ανδ α τρουγη ατ αρουνδ 
420νm (Φιγυρε 3−32,33). Τηε συβστρατε−βινδινγ ασσαψ σηοωεδ βοτη Ρ87Ε ανδ 
Ρ87Ε/Κ93Ε mυταντσ ηαδ ϖερψ ηιγη ϖαλυεσ οφ Κσ φορ βινδινγ το λαυριχ αχιδ (544µΜ 
ανδ 370µΜ, ρεσπεχτιϖελψ). Τηεσε Κσ ϖαλυεσ ωερε νοτ αχχυρατε βεχαυσε τηε mαξιmαλ 
ϖαλυε φορ ∆Α ατ στεαδψ στατε ωασ νοτ οβταινεδ ιν τηε ρανγε οφ 0−410 µΜ λαυριχ αχιδ.  
Χονχεντρατιονσ ηιγηερ τηαν 410µΜ οφ λαυριχ αχιδ ωερε νοτ υσεδ βεχαυσε ιτ χουλδ λεαδ 
το προτειν δενατυρινγ. Χοmπαρεδ ωιτη τηε Κσ ϖαλυε οφ ΧΨΠ4Α1 βινδινγ το λαυριχ αχιδ 
(9.7µΜ), Ρ87Ε ανδ Ρ87Ε/Κ93Ε mυταντσ ωεακλψ βινδ το λαυριχ αχιδ.  
Μορεοϖερ, τηε αχτιϖιτψ ασσαψ σηοωεδ τηατ Ρ87Ε ανδ Ρ87Ε/Κ93Ε διδ νοτ mεταβολισε 
λαυριχ αχιδ  (υνπυβλισηεδ, ς. Ε. Ηολmεσ, Σχηοολ οφ Πηαρmαχευτιχαλ Σχιενχεσ, 
Υνιϖερσιτψ οφ Νοττινγηαm). Τηισ ρεσυλτ δεmονστρατεσ τηατ Π450 ισ υναβλε το 
mεταβολισε συβστρατε ωηεν ιτ ονλψ βινδσ το συβστρατε ωεακλψ. Τηισ ωασ αλσο οβσερϖεδ 
ιν τηε ιντεραχτιον οφ Κ93Ε ανδ αmινε χοmπουνδ.  
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Φιγυρε 3−32. Ιντεραχτιον οφ λαυριχ αχιδ ανδ Ρ87Ε.  
(Α) Τηε διφφερενχε σπεχτρυm οφ συβστρατε βινδινγ.  Τηε χονχεντρατιον οφ Ρ87Ε mυταντ ωασ 0.33µΜ. 
Τηε διφφερενχε σπεχτρυm ωασ ρεχορδεδ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.1.2. (Β) 
Ρεγρεσσιον πλοτ οφ λαυριχ αχιδ χονχεντρατιον ϖερσυσ ∆Α. Dατα ωασ αναλψσεδ βψ ΣιγmαΠλοτ. Κσ ϖαλυε 
ωασ δετερmινεδ βψ φιττινγ τηε εθυατιον ∆Α=[Σ][Ε0]/(Κσ+[Σ]) (ν=1). 
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Φιγυρε 3−33. Ιντεραχτιον οφ λαυριχ αχιδ ανδ Ρ87Ε/Κ93Ε mυταντ.  
(Α) Τηε διφφερενχε σπεχτρυm οφ συβστρατε βινδινγ.  Τηε χονχεντρατιον οφ Ρ87Ε/Κ93Ε mυταντ ωασ 
0.55µΜ. Τηε διφφερενχε σπεχτρυm ωασ ρεχορδεδ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.1.2. 
(Β) Ρεγρεσσιον πλοτ οφ λαυριχ αχιδ χονχεντρατιον ϖερσυσ ∆Α. Dατα ωασ αναλψσεδ βψ ΣιγmαΠλοτ. Κσ 
ϖαλυε ωασ δετερmινεδ βψ φιττινγ τηε εθυατιον ∆Α=[Σ][Ε0]/(Κσ+[Σ]) (ν=1). 
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Τηε διφφερενχε σπεχτρυm οφ Ρ87Ε mυταντ βινδινγ το δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm 
βροmιδε διδ νοτ σηοω α σιγνιφιχαντ αβσορβανχε χηανγε υπ το 160µΜ δοδεχψλ−
τριmετηψλαmmονιυm βροmιδε (Φιγυρε 3−34). Τηε αδδιτιον οφ α ηιγη χονχεντρατιον οφ 
δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε (210µΜ−410µΜ) το τηε Ρ87Ε mυταντ ρεσυλτεδ 
ιν α χοντινυαλ δεχρεασε οφ αβσορβανχε ιν τηε ρανγε οφ 350νm το 500νm, ωηιχη χουλδ 
βε χαυσεδ βψ δαmαγε το ενζψmε χονφορmατιον ασ α ρεσυλτ οφ εξχεσσ οφ δετεργεντ 
(δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε). Τηεσε ρεσυλτσ αρε νοτ χονσιστεντ ωιτη σπεχιφιχ 
βινδινγ οφ συβστρατε, ανδ σηοω τηατ τηε Ρ87Ε mυταντ δοεσ νοτ βινδ δοδεχψλτριmετηψλ−
αmmονιυm βροmιδε. 
 
Φιγυρε 3−34. Ιντεραχτιον οφ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε ανδ Ρ87Ε.  
Τηε διφφερενχε σπεχτρυm ωασ ρεχορδεδ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.1.2.  Τηε 
χονχεντρατιον οφ ενζψmε ωασ 0.33µΜ. 
 
Τηε διφφερενχε σπεχτρυm οφ Ρ87Ε/Κ93Ε δουβλε mυταντ βινδινγ το δοδεχψλτριmετηψλ−
αmmονιυm βροmιδε ωασ σιmιλαρ το τηατ οφ Κ93Ε mυταντ. Τηε τρουγη ατ αππροξιmατε 
420νm ωασ οβσερϖεδ βυτ νο οβϖιουσ πεακ ωασ φορmεδ ατ 390νm (Φιγυρε 3−35). Τηε 
αβσορβανχε χηανγε διδ νοτ ρεαχη mαξιmυm ωιτη τηε χονχεντρατιον ρανγε οφ 0− 
410µΜ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε. Οωινγ το ποσσιβλε δαmαγε το τηε 
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χονφορmατιον οφ τηε ενζψmε χαυσεδ βψ αδδινγ εξχεσσιϖε δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm 
βροmιδε, χονχεντρατιονσ οφ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε ηιγηερ τηαν 410µΜ 
ωερε νοτ υσεδ. Τηε ρεγρεσσιον πλοτ σηοωσ αν αλmοστ στραιγητ λινε. Τηε σλοπε οφ λινε 
ωασ 9.62×10−5 µΜ−1⋅µΜ−1 Π450, ωηιχη ισ σιmιλαρ το τηε σλοπ οβταινεδ φροm Κ93Ε 
ιντεραχτινγ ωιτη δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε. Τηυσ, Ρ87Ε/Κ93Ε ποσσιβλψ 
βινδσ το δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε ϖερψ ωεακλψ. Ρ87Ε/Κ93Ε φαιλεδ το 
mεταβολισε δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε (υνπυβλισηεδ, ς. Ε. Ηολmεσ, Σχηοολ 
οφ Πηαρmαχευτιχαλ Σχιενχεσ, Υνιϖερσιτψ οφ Νοττινγηαm). Τηισ αχτιϖιτψ ασσαψ ωασ 
χονσιστεντ ωιτη τηε συβστρατε βινδινγ ασσαψ ρεσυλτ. 
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Φιγυρε 3−35. Ιντεραχτιον οφ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε ανδ Ρ87Ε/Κ93Ε.  
(Α) Τηε διφφερενχε σπεχτρυm οφ συβστρατε βινδινγ.  Τηε χονχεντρατιον οφ Ρ87Ε/Κ93Ε mυταντ ωασ 
0.55µΜ. Τηε διφφερενχε σπεχτρυm ωασ ρεχορδεδ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.1.2. 
(Β) Ρεγρεσσιον πλοτ οφ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε χονχεντρατιον ϖερσυσ ∆Α. Dατα ωασ 
αναλψσεδ βψ ΣιγmαΠλοτ (ν=1).  
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Οωινγ το τηε φαιλυρε το οβσερϖε ανψ αχτιϖιτψ ιν Ρ87Ε ανδ Ρ87Ε/Κ93Ε mυταντσ, τηε 
αλτερνατιϖε mυτατιον ατ 87 ωασ εξαmινεδ. Τηε ΧΨΠ4Ασ αλιγνmεντ (Φιγυρε 3−20) 
σηοωσ τηερε ισ α νευτραλ ρεσιδυε W ιν τηε χορρεσπονδινγ ποσιτιον οφ ΧΨΠ4Α4. Ιτ ωασ 
προποσεδ τηατ α χηανγε οφ ρεσιδυε φροm Ρ87 το W ωουλδ νοτ χοmπλετελψ δεστροψ τηε 
Π450 αχτιϖιτψ, ασ ΧΨΠ4Α4 ρεmαινεδ φυνχτιοναλ. Τηερεφορε, τηε Ρ87W/Κ93Ε mυταντ 
ωασ δεσιγνεδ το εξαmινε τηε φυνχτιον οφ Ρ87 ρεσιδυε. 
3.4.1.2.2 Ρ87W/Κ93Ε mυταντ  
Τηε Ρ87W/Κ93Ε mυταντ ωασ χονστρυχτεδ βψ ΓενεΕδιτορ Κιτσ ασ δεσχριβεδ ιν 
Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.7.1. Τηε DΝΑ σεθυενχε ωασ χονφιρmεδ βψ δουβλε−
στρανδ σεθυενχινγ ασ σηοων βελοω.  
R87W/K93E: 
GCCTTTCCTTGGTGGTTCTGGGGATCCGAAGCTTACTTAATT  
A  F  P  W  W  F  W  G  S  E  A  Y  L  I    
Φιγυρε 3−36. DΝΑ Σεθυενχε οφ Ρ87W/Κ93Ε ανδ δεδυχεδ αmινο αχιδσ.  
Τηε mυτατιον ωασ βολδ; τηε νοϖελ BamH I ανδ Hind III σιτεσ ωερε υνδερλινεδ. 
 
Αφτερ εξπρεσσιον ανδ πυριφιχατιον, ηοmογενουσ προτειν ωασ οβταινεδ (Φιγυρε 3−30). 
Τηε εξπρεσσιον λεϖελ ωασ 74νmολ/λ. Τηε ΧΟ−διφφερενχε σπεχτρυm οφ τηε Ρ87W/Κ93Ε 
σηοωεδ α τψπιχαλ Π450 σπεχτρυm, βυτ α σmαλλ αmουντ οφ Π420 ωασ εϖιδεντ (Φιγυρε 3−
37). 
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Φιγυρε 3−37. Τηε ΧΟ−διφφερενχε σπεχτρυm οφ Ρ87W/Κ93Ε.  
Τηε χονχεντρατιον οφ προτειν ωασ 0.23µΜ. Τηε διφφερενχε σπεχτρυm ωασ ρεχορδεδ ασ δεσχριβεδ ιν 
Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.1.1. 
 
Τηε διφφερενχε σπεχτρυm οφ Ρ87W/Κ93Ε mυταντ βινδινγ το λαυριχ αχιδ ισ σηοων ιν 
Φιγυρε 3−38. Τηε παττερν οφ Ρ87W/Κ93Ε mυταντ βινδινγ το λαυριχ αχιδ (Τψπε Ι 
διφφερενχε σπεχτρυm) ωασ σιmιλαρ το τηατ οφ Ρ87Ε/Κ93Ε mυταντ. Τηε Κσ ϖαλυε 
(724µΜ) φροm ρεγρεσσιον ισ ινηερεντλψ ιναχχυρατε, σινχε τηε mαξιmαλ ϖαλυε ατ στεαδψ 
στατε ωασ νοτ οβταινεδ. Ηοωεϖερ, τηισ Κσ ϖαλυε στιλλ συγγεστσ τηατ λαυριχ αχιδ βουνδ 
ποορλψ το Ρ87W/Κ93Ε ωηεν χοmπαρεδ ωιτη τηε Κσ οφ λαυριχ βινδινγ το ΧΨΠ4Α1.   
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Φιγυρε 3−38. Ιντεραχτιον οφ λαυριχ αχιδ ανδ Ρ87W/Κ93Ε.  
(Α) Τηε διφφερενχε σπεχτρυm οφ συβστρατε βινδινγ.  Τηε χονχεντρατιον οφ Ρ87Ε/Κ93Ε mυταντ ωασ 
0.44µΜ. Τηε διφφερενχε σπεχτρυm ωασ ρεχορδεδ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.1.2. 
(Β) Τηε ρεγρεσσιον πλοτ οφ λαυριχ αχιδ χονχεντρατιον ϖερσυσ ∆Α. Dατα ωασ αναλψσεδ βψ ΣιγmαΠλοτ. 
Κσ ϖαλυε ωασ δετερmινεδ βψ φιττινγ τηε εθυατιον ∆Α=[Σ][Ε0]/(Κσ+[Σ]) (ν=1). 
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Τηε διφφερενχε σπεχτρυm οφ Ρ87W/Κ93Ε mυταντ βινδινγ το δοδεχψλτριmετηψλ−
αmmονιυm βροmιδε (Φιγυρε 3−39) ωασ σιmιλαρ το τηατ οφ Κ93Ε ανδ Ρ87Ε/Κ93Ε. 
Τηερε ωασ α τρουγη ατ 420νm βυτ νο πεακ αππεαρεδ ατ 390νm. Τηε ηιγηεστ 
χονχεντρατιον οφ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm ωασ υσεδ υπ το 300µΜ, βεχαυσε τηε 
Ρ87W/Κ93Ε σαmπλε βεχαmε χλουδψ ωηεν ηιγηερ χονχεντρατιονσ οφ αmινε χοmπουνδ 
ωερε αδδεδ. Τηε ρεγρεσσιον οφ ∆Α ϖερσυσ τηε χονχεντρατιον οφ 
δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε σηοωεδ α νεαρλψ λινεαρ ρελατιονσηιπ. Τηε σλοπε 
οφ τηε λινε ωασ 13.2×10−5 µΜ−1⋅µΜ−1 Π450, ωηιχη ισ χλοσε το δατα οβταινεδ φροm 
Κ93Ε ανδ Ρ87Ε/Κ93Ε βινδινγ το δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε. Τηερεφορε, 
Ρ87W/Κ93Ε ποσσιβλψ βουνδ τηε αmινε χοmπουνδ ωεακλψ. Τηε αχτιϖιτψ οφ 
Ρ87W/Κ93Ε ωιλλ βε φυρτηερ εξαmινεδ. 
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Φιγυρε 3−39. Ιντεραχτιον οφ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε ανδ Ρ87W/Κ93Ε.  
(Α) Τηε διφφερενχε σπεχτρυm οφ συβστρατε βινδινγ.  Τηε χονχεντρατιον οφ Ρ87Ε/Κ93Ε mυταντ ωασ 
0.44µΜ. Τηε διφφερενχε σπεχτρυm ωασ ρεχορδεδ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.1.2. 
(Β) Τηε ρεγρεσσιον πλοτ οφ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε χονχεντρατιον ϖερσυσ ∆Α. Dατα 
ωασ αναλψσεδ βψ ΣιγmαΠλοτ (ν=1).  
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Αλλ Κσ δατα αρε συmmαρισεδ ιν τηε Ταβλε 3−9. Φορ λαυριχ αχιδ βινδινγ, τηε Κσ ϖαλυε οφ 
Κ93Ε ισ αππροξιmατε τηρεε τιmεσ ηιγηερ τηαν τηατ οφ ΧΨΠ4Α1 βυτ τηε χηανγε οφ Κσ ισ 
σmαλλερ τηαν εξπεχτεδ φορ ελεχτροστατιχ ρεπυλσιον βετωεεν Κ93 ανδ λαυριχ αχιδ. Κσ 
ϖαλυεσ οφ Ρ87Ε, Ρ87Ε/Κ93Ε ανδ Ρ87W/Κ93Ε αρε mυχη ηιγηερ τηαν τηατ οφ ΧΨΠ4Α1, 
ωηιχη σηοωεδ τηε λοω αφφινιτψ οφ λαυριχ αχιδ φορ τηεσε mυταντσ. ΧΨΠ4Α1 ανδ Ρ87Ε 
δο νοτ βινδ το δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε, βυτ Κ93Ε, Ρ87Ε/Κ93Ε ανδ 
Ρ87W/Κ93Ε ποσσιβλψ ηαϖε ωεακ χονταχτ ωιτη αmινε χοmπουνδ. 
  Λαυριχ αχιδ Dοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε 
ΧΨΠ4Α1 9.7µΜ Νοτ βινδινγα 
Κ93Ε 32µΜ Λινεαρ (νο σατυρατιον) β 
Ρ87Ε 544µΜ Νοτ βινδινγα 
Ρ87Ε/Κ93Ε 370µΜ Λινεαρ (νο σατυρατιον) β 
Ρ87W/Κ93Ε 724µΜ Λινεαρ (νο σατυρατιον) β 
α. Τηε αβσορβανχε διδ νοτ χηανγε ιν τηε αππλιεδ χονχεντρατιον ρανγε οφ συβστρατε.  
β. ∆Α χοντινυαλλψ χηανγεδ ωιτη ινχρεασε οφ χονχεντρατιον οφ συβστρατε. Τηε ρεγρεσσιον χυρϖε ωασ χλοσε 
το α στραιγητ λινε. 
Ταβλε 3−9. Βινδινγ οφ συβστρατε το Ρ87Ε, Ρ87Ε/Κ93Ε ανδ Ρ87W/Κ93Ε.  
Λαυριχ αχιδ ανδ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε ωερε υσεδ ασ τηε συβστρατε. Αλλ ενζψmεσ αρε ιν 
20mΜ ποτασσιυm πηοσπηατε βυφφερ (πΗ 7.5) ωιτη 20% γλψχερολ. Τηε χονχεντρατιονσ οφ Ρ87Ε, 
Ρ87Ε/Κ93Ε ανδ Ρ87W/Κ93Ε ωερε 0.33µΜ, 0.55µΜ ανδ 0.44µΜ, ρεσπεχτιϖελψ. Τηε διφφερενχε 
σπεχτρα ωιτη ανδ ωιτηουτ συβστρατεσ ωερε ρεχορδεδ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 
2.6.1.2. Τηε Κσ ϖαλυεσ (µΜ) ωερε οβταινεδ βψ νονλινεαρ ρεγρεσσιον ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ 
Μετηοδσ σεχτιον 2.6.1.2. 
 
Ιν συmmαρψ, Ρ87Ε σηοωσ δραστιχαλλψ ινχρεασεδ Κσ φορ λαυριχ αχιδ, ανδ νο σπεχιφιχ 
ιντεραχτιον ωιτη αmινε χοmπουνδ. Ρ87Ε/Κ93Ε σηοωσ α σιmιλαρ Κσ ασ φορ ιντεραχτιον 
οφ Ρ87Ε ωιτη λαυριχ αχιδ, βυτ αλσο α ωεακ βινδινγ το αmινε χοmπουνδ ωασ οβσερϖεδ 
ιν Ρ87Ε/Κ93Ε. Ρ87W/Κ93Ε ηασ ϖερψ ηιγη Κσ ϖαλυε φορ λαυριχ αχιδ, ανδ αλσο σηοωσ 
ωεακ χονταχτ ωιτη αmινε χοmπουνδ. Τηερεφορε, τηε χηανγε οφ Ρ το Ε ατ ποσιτιον 87 
ποσσιβλψ χαυσεσ το στρυχτυραλ διστορτιον οφ τηε συβστρατε−βινδινγ σιτε, ανδ τηε 
ρεπλαχεmεντ οφ Ρ βψ W ρεσυλτσ ιν λοω αφφινιτψ το λαυριχ αχιδ. Τηε χοmβινατιον οφ Ρ87 
mυτατιον ωιτη Κ93Ε ρεσυλτσ ιν ωεακ χονταχτ βετωεεν mυταντσ ανδ αmινε χοmπουνδ, 
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ωηιχη ισ ποσσιβλψ χαυσεδ βψ Κ93Ε mυτατιον. Ιν α χονχλυσιον, Ρ87 ισ ιmπορταντ το 
κεεπ τηε φυνχτιον οφ Π450, βυτ ιτ ισ νοτ χλεαρ ιφ ιτ χοντριβυτεσ το βινδινγ οφ συβστρατε. 
3.4.1.3 Ν116  
Ιν ϖιεω οφ τηε φαιλυρε το ιδεντιφψ α κεψ ρεσιδυε φορ ιντεραχτιον ωιτη συβστρατε, 
αλτερνατιϖε ρεσιδυεσ ωερε ινϖεστιγατεδ. Τηε στρυχτυραλ στυδψ οφ ΧΨΠΒΜ3 συγγεστεδ 
τηατ Σερ72, ωηιχη αλιγνσ το Ν116 ιν ΧΨΠ4Α1, χουλδ ιντεραχτ ωιτη τηε πολαρ ηεαδ οφ 
παλmιτολειχ αχιδ (Χηανγ ανδ Λοεω, 1999α). Τηε mοδελ οφ ΧΨΠ4Α11 αλσο συγγεστεδ 
τηατ Η117 ρεσιδυε, ωηιχη ισ εθυιϖαλεντ το Ν116 ιν ΧΨΠ4Α1, ωασ ονε οφ τηε ρεσιδυεσ 
ιν τηε συβστρατε−βινδινγ χηαννελ (Χηανγ ανδ Λοεω, 1999β). Τηε στυδψ ιν ΧΨΠ4Α3 
ανδ ΧΨΠ4Α2 συγγεστεδ τηατ Σερ−Γλψ−Ιλε ιν ΧΨΠ4Α3 ωερε ινϖολϖεδ ιν συβστρατε 
χονταχτ (Ηοχη et al, 2000). Τηε αλιγνmεντ οφ ΧΨΠ4Α προτεινσ σηοωεδ τηε 
χορρεσπονδινγ ποσιτιον οφ Σ114 ιν ΧΨΠ4Α3 ωασ Ν116 ιν ΧΨΠ4Α1 (Φιγυρε 3−40). 
Τηερεφορε, Ν116 mιγητ πλαψ α σιmιλαρ ρολε ιν ΧΨΠ4Α1. Μορεοϖερ, αλιγνmεντ αmονγ 
ΧΨΠ4Α προτεινσ σηοωσ Ν116 ιν ΧΨΠ4Α1 αλιγνσ πριmαριλψ ωιτη βασιχ ρεσιδυεσ ιν 
οτηερ ΧΨΠ4Ασ; συχη ασ Ρ ιν ΧΨΠ4Α5 ανδ 4Α7, ανδ Η ιν 4Α8 ανδ 4Α11 (Φιγυρε 3−
40), ωηιχη χαν ποτεντιαλλψ φορm ιον−παιρσ ωιτη φαττψ αχιδσ. 
Τηε mοδελ οφ ΧΨΠ4Α1 συγγεστσ τηατ Ν116 ισ λοχατεδ ιν τηε συβστρατε−βινδινγ 
χηαννελ ανδ φαχεσ τηε Κ93 ρεσιδυε (Φιγυρε 3−41). Τηε αmιδε γρουπ ιν ασπαραγινε 
χουλδ αλσο ιντεραχτ ωιτη χαρβοξψλ οφ φαττψ αχιδσ. Ασ α ρεσυλτ, ιτ ωασ προποσεδ τηατ τηε 
συβστρατε mιγητ ινιτιαλλψ δοχκ ατ τηε Κ93 ρεσιδυε, τηεν σηιφτ το Ν116.  
Τηερεφορε, Ν116 ισ ανοτηερ ποτεντιαλ χανδιδατε φορ συβστρατε βινδινγ. Wε δεσιγνεδ 
τηε Ν116Ε ανδ Ν116Ε/Κ93Ε mυταντσ, ωηιχη χαρρψ τηε νεγατιϖε χηαργε Ε ατ ποσιτιον 
116, το ινϖεστιγατε τηε φυνχτιον οφ Ν116 ιν ΧΨΠ4Α1.  
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                  108        116       124                         
CYP4A1_RAT :  LGRSDPKANGVYRLLAP   
CYP4A2_RAT :  LGRSDPKP---YQSLAP   
CYP4A3_RAT :  LGRSDPKASGIYQFLAP   
CYP4A4_RAB :  LGRSDPKAPRNYKLMTP   
CYP4A5_RAB :  LGRSDPKSRGSYTFVAP   
CYP4A6_RAB :  LGRSDPKAQGSYRFLAP   
CYP4A7_RAB :  LGRSDPKARVSYSFLAP   
CYP4A8_RAT :  LGRSDPKAHGSYRFLAP   
CYP4A11_HU :  LGRSDPKSHGSYRFLAP   
CYPBM3     :  ESRFDKNLSQALKFVRD  
Φιγυρε 3−40. Αλιγνmεντ οφ ΧΨΠ4Α προτεινσ.  
Αλιγνmεντ ωασ χρεατεδ βψ πιλευπ προγραm ανδ δισπλαψεδ βψ ΓενεDοχ προγραm. Τηε χονσερϖεδ ρεγιον 
ισ σηοων βψ διφφερεντ σηαδεσ. Τηε βλαχκ σηαδε ισ 100% ιδεντιτψ, τηε δεεπ γραψ σηαδε ισ 80% ιδεντιτψ 
ανδ τηε λιγητ γραψ σηαδε ισ 60% ιδεντιτψ. Τηε σιmιλαρ ρεσιδυεσ αρε χονσιδερεδ το βε ιδεντιτψ. Ν116 ιν 
ΧΨΠ4Α1, Σ114 ιν ΧΨΠ4Α3 ανδ Η117 ιν ΧΨΠ4Α11 αρε υνδερλινεδ. 
  
 
Φιγυρε 3−41.  Τηε ποσιτιον οφ Ν116 ιν ΧΨΠ4Α1 mοδελ.  
Τηε Ν116 ρεσιδυε ισ γρεεν. Τηε Κ93 ρεσιδυε ισ βλυε. Τηε ηεmε γρουπ ιν ΧΨΠ4Α1 ισ λιγητ βλυε. Τηε 
ιρον ιν τηε ηεmε ισ ρεδ. 
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Τηε Ν116Ε ανδ Ν116Ε/Κ93Ε mυταντσ ωερε χονστρυχτεδ βψ ΓενεΕδιτορ Κιτσ ασ 
δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.7.1. Τηε DΝΑ σεθυενχε ωασ χονφιρmεδ 
βψ δουβλε−στρανδ σεθυενχινγ ασ σηοων βελοω.  
N116E: 
ATGAAGGTGATTCTCGGGCGATCGGATCCAAAGGCCGAAGGCGTC  
M  K  V  I  L  G  R  S  D  P  K  A  E  G  V       
N116E/K93E: 
TGGGGATCCGAAGCCTACTTAATTGTCTATGACCCTGACTACATGAAGGTGATTCTC 
W  G  S  E  A  Y  L  I  V  Y  D  P  D  Y  M  K  V  I  L   
           93  
GGGCGATCAGATCCAAAGGCCGAAGGCGTCTACAGATTGCTAGCTCCATGGATC 
G  R  S  D  P  K  A  E  G  V  Y  R  L  L  A  P  W  I 
                     116                        
Φιγυρε 3−42. DΝΑ σεθυενχε οφ Ν116Ε ανδ Ν116Ε/Κ93Ε ανδ δεδυχεδ αmινο αχιδσ.  
Τηε mυτατιονσ αρε βολδ; τηε νοϖελ BamH I ανδ Nco I αρε υνδερλινεδ. 
 
Τηε Ν116Ε mυταντ ωασ εξπρεσσεδ ανδ πυριφιεδ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ 
Μετηοδσ σεχτιον 2.6.2.3 φορ ΧΨΠ4Α1. Τηε εξπρεσσιον λεϖελ οφ Ν116Ε ωασ 69νmολ/λ. 
Τηε πυριφιεδ Ν116Ε mυταντ σηοωεδ α σινγλε βανδ ον ΣDΣ−ΠΑΓΕ ανδ α τψπιχαλ Π450 
σπεχτρυm (Φιγυρε 3−43). Τηε εξπρεσσιον λεϖελ οφ Ν116Ε/Κ93Ε ιν ϑΜ109 ωασ λοω 
(30νmολ/λ). Αφτερ mιχροσοmε πρεπαρατιον ανδ σολυβιλισατιον, λιττλε Π450 (4 νmολ φορ 1 
λιτρε χυλτυρε) ρεmαινεδ. Τηερεφορε, Ν116Ε/Κ93Ε ωασ νοτ φυρτηερ πυριφιεδ ανδ 
ινϖεστιγατεδ φορ ιτσ αχτιϖιτψ ανδ συβστρατε βινδινγ αβιλιτψ. 
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Φιγυρε 3−43.  Τηε πυριφιεδ Ν116Ε mυταντ προτειν.  
(Α) Πυριφιεδ Ν116Ε mυταντ ον ΣDΣ−ΠΑΓΕ. 3πmολ Ν116Ε ωασ λοαδεδ ιν 10% πολψαχρψλαmιδε γελ 
ανδ δετεχτεδ βψ χοοmασσιε βλυε. Τηε ποσιτιον οφ προτειν mαρκερ (κDα) ωασ ινδιχατεδ. Μ= Μαρκερ. (Β) 
Φε
2+
: Φε
2+
−ΧΟ διφφερενχε σπεχτρυm οφ Ν116 mυταντ. Τηε χονχεντρατιον οφ ενζψmε ωασ 0.48µΜ. 
Τηε διφφερενχε σπεχτρυm ωασ ρεχορδεδ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.1.1. 
 
Τηε Ν116Ε mυταντ ωασ αβλε το βινδ το λαυριχ αχιδ ωελλ. Τηε διφφερενχε σπεχτρυm ωασ 
α Τψπε Ι σπεχτρυm (Φιγυρε 3−44). Τηε Κσ ϖαλυε οφ Ν116Ε βινδινγ το λαυριχ αχιδ ωασ 
χλοσε το τηατ οβταινεδ φροm ιντεραχτιον οφ ΧΨΠ4Α1 ωιτη λαυριχ αχιδ (Ταβλε 3−10). Τηε 
Ν116Ε mυταντ φαιλεδ το βινδ το τηε αmινε χοmπουνδ (Φιγυρε 3−45) ασ νο mαϕορ 
χηανγε οφ αβσορβανχε ωασ οβσερϖεδ; τηε σαmε οβσερϖατιον βεινγ mαδε ωιτη ΧΨΠ4Α1. 
Τηερεφορε, συβστρατε−βινδινγ ασσαψ συγγεστσ τηατ συβστρατε αφφινιτψ ανδ σπεχιφιχιτψ οφ 
Ν116Ε mυταντ ισ σιmιλαρ το τηοσε οφ ωιλδ τψπε ΧΨΠ4Α1. Τηε αχτιϖιτψ οφ Ν116Ε ισ 
βεινγ εξαmινεδ. 
  Λαυριχ αχιδ Dοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε 
Ν116Ε 8µΜ Νοτ βινδινγα 
ΧΨΠ4Α1 9.7µΜ Νοτ βινδινγα 
α. Τηε αβσορβανχε διδ νοτ χηανγε ιν τηε αππλιεδ χονχεντρατιον ρανγε οφ συβστρατε.  
Ταβλε 3−10. Βινδινγ οφ συβστρατε το Ν116Ε ανδ ΧΨΠ4Α1.  
Τηε χονχεντρατιον οφ Ν116Ε ανδ ΧΨΠ4Α1 ωερε 0.77 ∝Μ ανδ 0.44µΜ, ρεσπεχτιϖελψ. Τηε διφφερενχε 
σπεχτρα ωερε ρεχορδεδ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.1.2. Τηε Κσ ϖαλυεσ (µΜ) 
ωερε οβταινεδ βψ νονλινεαρ ρεγρεσσιον ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.1.2. 
 
ΒΑ
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Φιγυρε 3−44. Ιντεραχτιον οφ Ν116Ε ανδ λαυριχ αχιδ.  
(Α) Τηε διφφερενχε σπεχτρυm οφ συβστρατε βινδινγ. Τηε χονχεντρατιον ωασ 0.77µΜ. Τηε διφφερενχε 
σπεχτρυm ωασ ρεχορδεδ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.1.2.  (Β) Τηε ρεγρεσσιον 
πλοτ οφ λαυριχ αχιδ χονχεντρατιον ϖερσυσ ∆Α. Dατα ωασ αναλψσεδ βψ ΣιγmαΠλοτ. Κσ ϖαλυε ωασ 
δετερmινεδ βψ φιττινγ τηε εθυατιον ∆Α=[Σ][Ε0]/(Κσ+[Σ]) (ν=1). 
Α
Β
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Φιγυρε 3−45. Ιντεραχτιον οφ Ν116Ε ανδ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε.   
Τηε χονχεντρατιον οφ ενζψmε ωασ 0.77µΜ. Τηε διφφερενχε σπεχτρυm ωασ ρεχορδεδ ασ δεσχριβεδ ιν 
Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.1.2. 
3.4.2 Τηε Χ−ηελιξ ρεγιον ιν ΧΨΠ4Α1 
Τηε Χ−ηελιξ ρεγιον ιν ΧΨΠ4Α1 χονσιστσ οφ 21 αmινο αχιδσ φροm Γ135 το Κ155, 
αχχορδινγ το τηε στρυχτυρε οφ ΧΨΠ102 (Ραϖιχηανδραν et al., 1993). Τηε αλιγνmεντ οφ 
ΧΨΠ4 προτεινσ σηοωεδ τηισ ρεγιον το βε ηιγηλψ χονσερϖεδ (Φιγυρε 3−46). Τηε mοδελ 
οφ ΧΨΠ4Α1 συγγεστσ τηατ τηε Χ−ηελιξ ισ χλοσε το, ανδ πυτατιϖελψ mακεσ χονταχτ ωιτη 
τηε ηεmε γρουπ ιν ΧΨΠ4Α1. Μορεοϖερ, τηερε αρε mανψ ποσιτιϖε χηαργεδ ρεσιδυεσ ιν 
τηε Χ−ηελιξ τηατ χουλδ φορm παρτ οφ τηε ποσιτιϖε συρφαχε οφ ΧΨΠ4Α1. Τηερεφορε, τηε 
Χ−ηελιξ χουλδ πλαψ α ρολε ιν τηε ιντεραχτιον βετωεεν Π450 ανδ ελεχτρον δονορσ, συχη 
ασ χψτοχηροmε Π450 ρεδυχτασε ανδ χψτοχηροmε β5, ωηιχη χαρρψ τηε νεγατιϖε χηαργε 
ον τηε συρφαχε. Ηοωεϖερ, τηε φυνχτιον οφ τηισ ρεγιον ισ στιλλ νοτ ωελλ υνδερστοοδ.  
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                 135       141         149       155        
cyp4a1  :  GQPWFQHRRMLTPAFHYDILK 
cyp4a2  :  GKKWFQHRRMLTPAFHYDILK 
cyp4a3  :  GKKWFQHRRMLTPAFHYGILK 
cyp4a4  :  GQTWFQHRRMLTPAFHYDILK 
cyp4a5  :  GQPWFQHRRMLTPAFHYDILK 
cyp4a6  :  GQTWFQHRRMLTPAFHYDILK 
cyp4a7  :  GQTWFQHRRMLTPAFHYDILK 
cyp4a8  :  GQTWFQHRRMLTPAFHYDTLK 
cyp4a11 :  GQTWFQHRRMLTPAFHYDILK 
cyb4b1  :  GPKWFQHRKLLTPGFHYDVLK 
cyr4b1  :  GPKWFQHRKLLTPGFHYDVLK 
cyp4b1  :  GPKWLQHRKLLTPGFHYDVLK 
cyp4f1  :  GDKWSRHRRMLTPAFHFNILK 
cyp4f2  :  GDKWSRHRRMLTPAFHFNILK 
cyp4f3  :  GEKWSRHRRMLTPAFHFNILK 
cyp4f4  :  GDKWSCHRRMLTPAFHFNILK 
cyp4f5  :  GDKWSRHRRLLTPAFHFDILK 
cyp4f6  :  GEKWNHHRRLLTPAFHFDILK 
cyp4e1  :  GSKWHKHRKMITPAFHFNILQ 
cyp4e2  :  GSKWHKHRKMITPAFHFNILQ 
4d2     :  GRKWHGRRKIITPTFHFKILE 
cyp4c1  :  GAKWHSHRKMITPTFHFKILD 
4d1     :  GRKWHKRRKIITPAFHFKILD 
4m2     :  GPKWQSRRKILTPTFHFNILR  
Φιγυρε 3−46. Αλιγνmεντ οφ τηε Χ−ηελιξ ρεγιον ιν ΧΨΠ4 προτεινσ.  
Αλιγνmεντ ωασ χρεατεδ βψ πιλευπ προγραm ανδ δισπλαψεδ βψ ΓενεDοχ προγραm. Τηε χονσερϖεδ ρεγιον 
ισ σηοων βψ διφφερεντ σηαδεσ. Τηε βλαχκ σηαδε ισ 100% ιδεντιτψ, τηε δεεπ γραψ σηαδε ισ 80% ιδεντιτψ 
ανδ τηε λιγητ γραψ σηαδε ισ 60% ιδεντιτψ. Τηε σιmιλαρ ρεσιδυεσ αρε χονσιδερεδ το βε ιδεντιτψ. Η141, 
Ρ142, Ρ143 ανδ Φ149 ρεσιδυεσ ιν ΧΨΠ4Α1 αρε υνδερλινεδ. 
3.4.2.1 Η141 
Η141 ισ λοχατεδ ατ τηε βεγιννινγ οφ Χ−ηελιξ. Τηε mοδελ οφ ΧΨΠ4Α1 σηοωεδ τηατ 
Η141 ισ ϖερψ χλοσε το τωο αχιδιχ ρεσιδυεσ: D309 ανδ Ε313 ιν τηε Ι−ηελιξ (Φιγυρε 3−
47). Τηερεφορε, Η141 χουλδ φορm αν ιον−παιρ ωιτη D309 ανδ Ε313. Τηισ χονταχτ 
βετωεεν Η141 ιν Χ−ηελιξ ανδ τωο ρεσιδυεσ ινχλυδινγ D309 ανδ Ε313 ιν Ι−ηελιξ χουλδ 
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χοντριβυτε το σταβιλισατιον οφ τηε στρυχτυρε οφ ΧΨΠ4Α1 ανδ προϖιδε α ποτεντιαλ 
πατηωαψ φορ τρανσφερρινγ ελεχτρον φροm ρεδοξ παρτνερσ το ΧΨΠ4Α1. Το εξπλορε τηε 
ρολε οφ Η141, τηρεε mυταντσ ινχλυδινγ Η141Ρ, Η141Φ ανδ Η141Λ ωερε δεσιγνεδ.  
 
Φιγυρε 3−47. Τηε ποσιτιον οφ Η141 ιν τηε mοδελ οφ ΧΨΠ4Α1.  
Τηε Χ−ηελιξ οφ ΧΨΠ4Α1 ισ γρεεν ανδ τηε Ι−ηελιξ ισ ρεδ. Η141 ρεσιδυε (γρεεν) ισ ϖερψ χλοσε το D309 
ανδ Ε313 (ρεδ). 
 
Ιν Η141Ρ mυταντ, τηε Η ρεσιδυε ωασ ρεπλαχεδ βψ τηε ρεσιδυε Ρ, ωηιχη στιλλ χαρριεσ τηε 
ποσιτιϖε χηαργε βυτ δοεσ νοτ χονταιν τηε αροmατιχ γρουπ. Χονϖερσελψ, ιν Η141Φ 
mυταντ, τηε βασιχ ρεσιδυε Η ωασ ρεπλαχεδ βψ τηε ρεσιδυε Φ, ωηιχη δοεσ νοτ ηαϖε 
ποσιτιϖε χηαργε βυτ τηε κεεπσ τηε αροmατιχ στρυχτυρε. Τηε Η141Λ mυταντ χηανγεδ 
ποσιτιϖελψ χηαργεδ ρεσιδυε Η το ηψδροπηοβιχ ρεσιδυε Λ. Αλλ τηρεε mυταντσ ωερε 
χονστρυχτεδ βψ ΓενεΕδιτορ Κιτσ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.7.1, 
ανδ εξπρεσσεδ ιν ϑΜ109 ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.2.3 φορ 
ΧΨΠ4Α1. Τηε σεθυενχεσ οφ mυτατιον ωερε χονφιρmεδ βψ δουβλε−στρανδ σεθυενχινγ 
ασ σηοων βελοω.  
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H141R: 
GGACAACCGTGGTTCCAGCGTCGGCGAATGCTAACCCCAGCCTTCCAC  
G  Q  P  W  F  Q  R  R  R  M  L  T  P  A  F  H   
H141L: 
GGACAACCGTGGTTCCAGCTGCGGCGAATGCTAACCCCAGCCTTCCAC  
G  Q  P  W  F  Q  L  R  R  M  L  T  P  A  F  H    
H141F: 
GGACAACCATGGTTCCAGTTTCGGCGAATGCTAACCCCAGCCTTCCAC  
G  Q  P  W  F  Q  F  R  R  M  L  T  P  A  F  H    
Φιγυρε 3−48. DΝΑ σεθυενχεσ οφ Η141Ρ, Η141Λ ανδ Η141Φ ανδ δεδυχεδ αmινο αχιδσ.  
Τηε mυτατιονσ αρε σηοων ασ ιν βολδ; τηε νοϖελ Nco I σιτε ισ υνδερλινεδ. 
 
Τηε εξπρεσσιον λεϖελσ ωερε 17νmολ/λ φορ Η141Φ, 38νmολ/λ φορ Η141Λ ανδ 62νmολ/λ 
φορ Η141Ρ. Αφτερ πυριφιχατιον, τηε ηοmογενουσ προτεινσ οφ τηε τηρεε mυταντσ ωερε 
οβσερϖεδ (Φιγυρε 3−49). Αλλ οφ τηεm σηοωεδ τηε τψπιχαλ Π450 σπεχτρα (Φιγυρε 3−50, 
51, 52). Τηε πυριφιεδ προτεινσ ωερε στορεδ ιν 20mΜ ποτασσιυm πηοσπηατε βυφφερ 
βυφφερ (πΗ 7.4), 20% γλψχερολ ατ −80°Χ υντιλ φυτυρε υσε. 
 
Φιγυρε 3−49. Τηε πυριφιεδ Η141Ρ, Η141Φ ανδ Η141Λ προτεινσ.  
3πmολ οφ Η141Ρ, 5πmολ οφ Η141Λ ανδ 9πmολ οφ Η141Φ ωερε λοαδεδ ον ΣDΣ−ΠΑΓΕ. Τηε προτεινσ 
ωερε σεπαρατεδ βψ 10% πολψαχρψλαmιδε γελ ανδ δετεχτεδ βψ χοοmασσιε βλυε.  Τηε προτειν mαρκερ ωασ 
ινδιχατεδ (Μ=Μαρκερ, τηε υνιτ ωασ κDα). 
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Φιγυρε 3−50. Τηε ΧΟ−διφφερενχε σπεχτρυm οφ πυριφιεδ Η141Ρ mυταντ.   
Τηε Φε2+: Φε2+−ΧΟ διφφερενχε σπεχτρυm ωασ ρεχορδεδ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 
2.6.1.1. Τηε χονχεντρατιον οφ ενζψmε ωασ 0.56µΜ.   
 
  
Φιγυρε 3−51. Τηε ΧΟ−διφφερενχε σπεχτρυm οφ πυριφιεδ Η141Φ.   
Τηε Φε2+: Φε2+−ΧΟ διφφερενχε σπεχτρυm ωασ ρεχορδεδ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 
2.6.1.1. Τηε χονχεντρατιον οφ Η141Φ ωασ 0.08µΜ.   
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Φιγυρε 3−52. Τηε ΧΟ−διφφερενχε σπεχτρυm οφ πυριφιεδ Η141Λ.   
Τηε Φε2+: Φε2+−ΧΟ διφφερενχε σπεχτρυm ωασ ρεχορδεδ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 
2.6.1.1. Τηε χονχεντρατιον οφ Η141Λ ωασ 0.21µΜ.   
  
Τηε αχτιϖιτψ οφ τηε τηρεε mυταντσ ωασ εξαmινεδ. Τηε πρελιmιναρψ ρεσυλτσ σηοωεδ τηατ 
τηε αχτιϖιτψ οφ Η141Ρ ωασ σιmιλαρ το ωιλδ τψπε, βυτ τηε αχτιϖιτψ οφ Η141Λ ανδ Η141Φ 
κεπτ ονλψ αππροξιmατελψ 10∼20% λαυριχ αχιδ ω−ηψδροξψλατιον αχτιϖιτψ οφ ωιλδ τψπε 
(υνπυβλισηεδ, ς. Ε. Ηολmεσ, Πηαρmαχευτιχαλ Σχιενχεσ, Υνιϖερσιτψ οφ Νοττινγηαm). 
Τηερεφορε, τηε ποσιτιϖε χηαργε ατ 141 ωασ ιmπορταντ το κεεπ τηε αχτιϖιτψ οφ Π450.   
3.4.2.2 Φ149 
Τηε ρεσιδυε Φ149 ισ λοχατεδ ατ τηε ενδ οφ Χ−ηελιξ. Τηε mοδελ οφ ΧΨΠ4Α1 σηοωσ τηατ 
Φ149 ισ χλοσε το Φ317 ιν Ι−ηελιξ (Φιγυρε 3−53). Τηερεφορε, Ι−ηελιξ mιγητ ιντεραχτ ωιτη 
τηε Χ−ηελιξ τηρουγη τηεσε τωο ρεσιδυεσ. Το ινϖεστιγατε τηε φυνχτιον οφ Φ149, τωο 
mυταντσ, Φ149Ψ ανδ Φ149Ι ωερε χονστρυχτεδ. Ιν Φ149Ψ mυταντ, τηε πολαρ ρεσιδυε 
τψροσινε ρεπλαχεδ τηε ηψδροπηοβιχ ρεσιδυε πηενψλαλανινε. Ασ α ρεσυλτ, τηε αροmατιχ 
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στρυχτυρε ισ κεπτ βυτ τηε ηψδροξψλ γρουπ ατ τψροσινε mακεσ τηε ρεσιδυε ατ 149 βεχοmε 
ηψδροπηιλιχ. Ιν Φ149Ι mυταντ, τηε ηψδροπηοβιχ χηαραχτερ ισ κεπτ βεχαυσε οφ τηε 
ηψδροπηοβιχ ρεσιδυε ισολευχινε, βυτ τηε αροmατιχ στρυχτυρε ισ ελιmινατεδ.  
 
Φιγυρε 3−53. Τηε Φ149 ρεσιδυε ιν τηε mοδελ οφ ΧΨΠ4Α1.  
Τηε Φ149 ρεσιδυε (γρεεν) ιν Χ−ηελιξ ισ χλοσε το τηε Φ317 ρεσιδυε (ρεδ) ιν Ι−ηελιξ. Τηε Χ−ηελιξ ανδ Ι−
ηελιξ αρε γρεεν ανδ ρεδ, ρεσπεχτιϖελψ. Τηε ηεmε γρουπ ιν ΧΨΠ4Α1 ισ ορανγε. 
 
Αλλ mυταντσ ωερε χονστρυχτεδ βψ ΓενεΕδιτορ Κιτσ. Τηε σεθυενχεσ οφ τηε mυτατιονσ 
ωερε χονφιρmεδ βψ δουβλε−στρανδ σεθυενχινγ ασ σηοων βελοω.  
F149Y: 
ATGCTAACCCCAGCCATCCACTATGATATCCTGAAA 
M  L  T  P  A  F  H  Y  D  I  L  K   
F149I: 
ATGCTAACCCCAGCCTACCACTATGATATCCTGAAA 
M  L  T  P  A  I  H  Y  D  I  L  K   
Φιγυρε 3−54. DΝΑ Σεθυενχεσ οφ Φ149Ψ ανδ Φ149Ι ανδ δεδυχεδ αmινο αχιδσ.  
Τηε mυτατιονσ αρε σηοωεδ ασ ιν βολδ; τηε νοϖελ EcoR V σιτεσ αρε υνδερλινεδ. 
 
Τηε τψπιχαλ εξπρεσσιον λεϖελ οφ Φ149Ψ ωασ 30νmολ/λ. Τηε Φ149Ψ προτειν ωασ 
πυριφιεδ το ηοmογενειτψ ασ σηοων ιν Φιγυρε 3−55. Τηε προχεσσ οφ πυριφιχατιον χουλδ 
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νοτ ρεmοϖε Π420. Τηε σπεχτρυm οφ πυριφιεδ Φ149Ψ προτειν σηοωεδ τηατ τηε mαιν 
mαξιmυm αβσορπτιον ωασ ατ 420νm ανδ τηε πεακ ατ 450νm ωασ ϖερψ λοω (Φιγυρε 3−
56). 
Τηε πρελιmιναρψ ρεσυλτ σηοωεδ τηατ τηε αχτιϖιτψ οφ Φ149Ψ ωασ αππροξιmατε 30−40% 
οφ τηατ οφ τηε ωιλδ τψπε (υνπυβλισηεδ, ς. Ε. Ηολmεσ, Πηαρmαχευτιχαλ Σχιενχεσ, 
Υνιϖερσιτψ οφ Νοττινγηαm). Τηερεφορε, τηε πολαρ γρουπ ατ τηε ποσιτιον 149 χουλδ 
δεχρεασε Π450 αχτιϖιτψ.  
 
 
 
Φιγυρε 3−55. Τηε πυριφιεδ Φ149Ι ανδ Φ149Ψ προτειν.  
5πmολ οφ Φ149Ψ ανδ 5µγ οφ Φ149Ι ωερε λοαδεδ ον 10% ΣDΣ−ΠΑΓΕ ανδ δετεχτεδ βψ χοοmασσιε βλυε. 
Τηε προτειν mαρκερ ωασ ινδιχατεδ (Μ=Μαρκερ, τηε mασσ υνιτ ισ κDα). 
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Φιγυρε 3−56. Τηε ΧΟ−διφφερενχε σπεχτρυm οφ Φ149Ψ.  
Τηε Φε2+: Φε2+−ΧΟ διφφερενχε σπεχτρυm ωασ ρεχορδεδ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 
2.6.1.1. Τηε χονχεντρατιον οφ ενζψmε ωασ 0.27µΜ.   
 
Αφτερ τηε Φ149Ι mυταντ ωασ εξπρεσσεδ ιν E.coli, νο Π450 χουλδ βε δετεχτεδ ιν 
βαχτερια (Dατα νοτ σηοων). Αφτερ χελλσ ωερε σονιχατεδ, λιττλε Π450 ωασ φουνδ. Τηε 
προτειν ωασ πυριφιεδ το ηοmογενειτψ ασ σηοων ιν Φιγυρε 3−55. Τηε πυριφιεδ Φ149Ι 
προτειν χονταινσ αλmοστ νο Π450 (Φιγυρε 3−57). Τηε αχτιϖιτψ οφ Φ149Ι mυταντ ωασ νοτ 
εξαmινεδ οωινγ το ινσυφφιχιεντ Π450 σπεχτραλ αχτιϖιτψ. Τηερεφορε, τηε αροmατιχ 
στρυχτυρε ατ 149 ισ νεχεσσαρψ το κεεπ τηε φυνχτιον οφ Π450. 
Ιν συmmαρψ, τηε αροmατιχ γρουπ ατ ποσιτιον 149 ισ χριτιχαλ φορ Π450 φυνχτιον; τηε 
ηψδροπηιλιχ γρουπ ατ τηισ ποσιτιον χαν διmινιση Π450 αχτιϖιτψ. Βοτη αροmατιχ ανδ 
ηψδροπηοβιχ ενϖιρονmεντσ αρε ρεθυιρεδ ατ ποσιτιον 149 οφ ΧΨΠ4Α1.  
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Φιγυρε 3−57. Τηε ΧΟ−διφφερενχε σπεχτρυm οφ Φ149Ι.  
Τηε Φε2+: Φε2+−ΧΟ διφφερενχε σπεχτρυm ωασ ρεχορδεδ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 
2.6.1.1.   
3.4.2.3 Ρ142 ανδ Ρ143 
Τηε ΧΨΠ4Α1 mοδελ σηοωσ τηατ Ρ142 ανδ Ρ143 εξτενδ το τηε ουτερ σπαχε (Φιγυρε 3−
58). Βοτη Ρ142 ανδ Ρ143 χαρρψ ποσιτιϖε χηαργεσ. Τηερεφορε, τηεσε ρεσιδυεσ φορm παρτ 
οφ τηε ποσιτιϖελψ χηαργεδ συρφαχε ον ΧΨΠ4Α1. 
Τηε στυδψ οφ οτηερ Π450σ συγγεστσ τηε ποσιτιϖελψ χηαργεδ συρφαχε χουλδ ιντεραχτ ωιτη 
ρεδοξ παρτνερσ συχη ασ χψτοχηροmε Π450 ρεδυχτασε ανδ χψτοχηροmε β5 τηατ χαρρψ 
νεγατιϖε χηαργε ον τηε συρφαχε (Οmατα et al. 1994; Βριδγεσ et al. 1998; Σχηενκmαν 
ανδ ϑανσσον 1999; Οmατα et al. 2000). Τηερεφορε, Ρ142 ανδ Ρ143 χουλδ πλαψ α ρολε 
ιν βινδινγ το ρεδοξ παρτνερσ. Τωο mυταντσ, Ρ142Α ανδ Ρ143Α ωερε δεσιγνεδ βψ 
ρεπλαχινγ τηε ποσιτιϖελψ χηαργεδ αργινινε το τηε νευτραλ ρεσιδυε, αλανινε. 
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Φιγυρε 3−58. Τηε ποσιτιον οφ Ρ142 ανδ Ρ143 ιν ΧΨΠ4Α1 mοδελ.  
Ρ142 ανδ Ρ143 ρεσιδυεσ αρε γρεεν ανδ εξτενδ το ουτωαρδσ. Τηε Χ−ηελιξ ισ γρεεν ανδ Ι−ηελιξ ισ ρεδ. Τηε 
ηεmε γρουπ ιν ΧΨΠ4Α1 ισ ορανγε.  
 
Τηε mυταντσ ωερε χονστρυχτεδ βψ ΓενεΕδιτορ Κιτσ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ 
Μετηοδσ σεχτιον 2.7.1. Τηε σεθυενχεσ οφ mυταντ ωερε χονφιρmεδ βψ δουβλε−στρανδ 
σεθυενχινγ ασ σηοων βελοω.  
R142A: 
GGACAACCATGGTTCCAGCACGCTCGAATGCTAACCCCAGCCTTCCAC  
G  Q  P  W  F  Q  H  A  R  M  L  T  P  A  F  H         
R143A: 
GGACAACCATGGTTCCAGCACCGGGCTATGCTAACCCCAGCCTTCCAC  
G  Q  P  W  F  Q  H  R  A  M  L  T  P  A  F  H    
Φιγυρε 3−59. DΝΑ Σεθυενχεσ οφ Ρ142Α ανδ Ρ143Α ανδ δεδυχεδ αmινο αχιδσ.  
Τηε mυτατιονσ αρε σηοωεδ ασ τηε βολδ; τηε νοϖελ Nco I σιτε ισ υνδερλινεδ. 
 
Τηε εξπρεσσιον λεϖελ οφ Ρ142Α ανδ Ρ143Α mυταντσ ωασ λοω. Τηε τψπιχαλ λεϖελσ οφ 
εξπρεσσιον ωερε 13νmολ/λ φορ Ρ142Α ανδ 26νmολ/λ φορ Ρ143Α. Ρ142Α mυταντ ωασ 
νοτ φυρτηερ πυριφιεδ ασ ινσυφφιχιεντ Π450 ωασ οβταινεδ. Τηε Ρ143Α mυταντ ωασ 
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πυριφιεδ το ηοmογενειτψ (Φιγυρε 3−60−Α). Τηε Ρ143Α mυταντ σηοωεδ τηε τψπιχαλ 
Π450 διφφερενχε σπεχτρυm (Φιγυρε 3−60−Β). Ηοωεϖερ, α λαργε θυαντιτψ οφ Π420 ωασ 
οβσερϖεδ ιν τηισ σπεχτρυm. 
 Τηε πρελιmιναρψ ρεσυλτ σηοωεδ τηατ τηε αχτιϖιτψ οφ Ρ143Α mυταντ ωασ ονλψ 
αππροξιmατελψ 10% οφ τηατ οφ τηε ωιλδ τψπε (υνπυβλισηεδ, ς. Ε. Ηολmεσ, 
Πηαρmαχευτιχαλ Σχιενχεσ, Υνιϖερσιτψ οφ Νοττινγηαm). Τηερεφορε, τηε ποσιτιϖε χηαργε 
ατ 142 ανδ 143 ισ ιmπορταντ το κεεπ νορmαλ Π450 φυνχτιον. Τηε δεχρεασεδ αχτιϖιτψ οφ 
Ρ143Α mιγητ ρεσυλτ φροm ινσυφφιχιεντ χονταχτ βετωεεν τηε ΧΨΠ4Α1 ανδ τηε ελεχτρον 
δονορ.   
         
 Φιγυρε 3−60. Τηε Ρ143Α mυταντ προτειν.  
(Α) Πυριφιεδ Ρ143Α mυταντ ον ΣDΣ−ΠΑΓΕ. 15πmολ οφ Ρ143Α ωασ λοαδεδ ον 10% πολψαχρψλαmιδε 
γελ ανδ δετεχτεδ βψ χοοmασσιε βλυε. Τηε ποσιτιον οφ προτειν mαρκερ (κDα) ωασ ινδιχατεδ (Μ= Μαρκερ). 
(Β) Φε2+: Φε2+−ΧΟ διφφερενχε σπεχτρυm οφ Ρ143Α mυταντ. Τηε χονχεντρατιον οφ ενζψmε ωασ 
0.14µΜ. Τηε διφφερενχε σπεχτρυm ωασ ρεχορδεδ ασ δεσχριβεδ ιν Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον 2.6.1.1. 
 
Α Β
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4 Dισχυσσιον 
4.1 Εξπρεσσιον οφ χψτοχηροmε β5 
Ιν ορδερ το ρεχονστιτυτε ΧΨΠ4Α1 αχτιϖιτψ in vitro, ιτ ωασ νεχεσσαρψ το οβταιν ενουγη 
πυρε ανδ φυνχτιοναλ χψτοχηροmε β5 ανδ χψτοχηροmε Π450 ρεδυχτασε (ΧΠΡ). Α 
ηετερολογουσ εξπρεσσιον σψστεm ωασ εσταβλισηεδ το εξπρεσσ χψτοχηροmε β5 ανδ ΧΠΡ.  
Ηυmαν χψτοχηροmε β5 ωασ εξπρεσσεδ ιν E.coli υσινγ α Τ7 εξπρεσσιον σψστεm. Ιν 
ορδερ το mαξιmαλλψ εξπρεσσ χψτοχηροmε β5, α σεριεσ οφ χονδιτιονσ ωερε οπτιmισεδ. 
ΒΛ21(DΕ3)πΛψσΣ ανδ ΗΜΣ174(DΕ3)πΛψσΣ ωερε εξαmινεδ ασ τηε ηοστ στραινσ. Τηεψ 
χονταιν τηε λDΕ3 λψσογεν, ωηιχη προϖιδεσ Τ7 ΡΝΑ πολψmερασε το ινδυχε εξπρεσσιον 
οφ τηε ταργετ προτειν; ανδ τηε πλασmιδ πΛψσΣ, ωηιχη προδυχεσ Τ7 λψσοζψmε το ινηιβιτ 
Τ7 ΡΝΑ πολψmερασε προδυχεδ ατ βασαλ λεϖελσ ιν τηε ηοστ (Στυδιερ et al. 1990). Τηυσ, 
λεακψ εξπρεσσιον ωουλδ βε ρεδυχεδ, ωηιχη χουλδ βε τοξιχ το τηε ηοστ βαχτερια βεχαυσε 
mεmβρανε−βουνδ χψτοχηροmε β5 χουλδ διστυρβ τηε νορmαλ φυνχτιον οφ mεmβρανε. 
ΒΛ21 στραιν ισ δεφιχιεντ ιν lon ανδ ompT προτεασεσ ανδ τηερεφορε ιτ ηασ αδϖανταγεσ φορ 
εξπρεσσιον οφ σοmε ηετερολογουσ προτειν (Στυδιερ et al. 1990). Ηοωεϖερ, mψ 
εξπεριενχε ωασ τηατ τηε εξπρεσσιον οφ χψτοχηροmε β5 ιν ΒΛ21(DΕ3)πΛψσΣ ωασ 
ϖαριαβλε (δατα νοτ σηοων). ΗΜΣ174(DΕ3)πΛψσΣ ωασ mορε συιταβλε το εξπρεσσ 
χψτοχηροmε β5 δυε το ηιγη−λεϖελ εξπρεσσιον ανδ χονσιστεντ ρεπροδυχιβιλιτψ (Φιγυρε 3−
4). Τηισ mαψ βε βεχαυσε τηε ΗΜΣ174 στραιν ισ recA-, ωηιχη mαψ ηελπ το σταβιλισε τηε 
DΕ3 προπηαγε, υνλικε τηε ΒΛ21 στραιν τηατ ηασ recA+ βαχκγρουνδ.   
Τερριφιχ βροτη ωιτη ραρε σαλτ ωασ τηε βεστ mεδιυm το εξπρεσσ φυνχτιοναλ χψτοχηροmε 
β5 ιν ΗΜΣ174(DΕ3)πΛψσΣ (Φιγυρε 3−4). Ιτ ηασ βεεν σηοων τηατ τερριφιχ βροτη ωασ 
αλσο γοοδ φορ εξπρεσσιον οφ χψτοχηροmε Π450 ιν E.coli (Βαρνεσ 1996). Τηισ ισ 
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ποσσιβλψ βεχαυσε τερριφιχ βροτη ισ α ριχη mεδια, ιν ωηιχη βαχτερια γροω βεττερ. Τερριφιχ 
βροτη αλσο χονταινσ πηοσπηατε βυφφερ, ωηιχη χαν ηελπ το σταβιλισε τηε χυλτυρε πΗ 
αρουνδ 7, ανδ γλψχερολ, ωηιχη ισ ρεαδψ το βε υσεδ ασ χαρβον σουρχε (Βαρνεσ 1996).   
Οτηερ ρεπορτσ συγγεστ τηατ τηε χονχεντρατιον οφ ΙΠΤΓ αφφεχτσ εξπρεσσιον οφ 
χψτοχηροmε β5 ιν τηε Τ7 σψστεm (Ηολmανσ et al. 1994). Λοωερ χονχεντρατιονσ οφ 
ΙΠΤΓ ωερε πρεφερρεδ, δυε το ρεδυχτιον οφ ηετερολογουσ προτειν αγγρεγατεσ (Ηολmανσ 
et al. 1994). Ηοωεϖερ, ωε διδ νοτ οβσερϖε τηατ τηε χονχεντρατιον οφ ΙΠΤΓ (φροm 
0.1mΜ το 1mΜ) ηαδ ανψ οβϖιουσ εφφεχτ ον τηε εξπρεσσιον οφ χψτοχηροmε β5 (Φιγυρε 
3−5). Εϖεν 1mΜ ΙΠΤΓ στιλλ ινδυχεδ τηε εξπρεσσιον οφ φυνχτιοναλ χψτοχηροmε β5 
(Φιγυρε 3−5). Ιν ουρ χψτοχηροmε β5 εξπρεσσιον σψστεm, Τ7 λψσοζψmε, ωηιχη ισ 
προδυχεδ βψ τηε πΛψσΣ πλασmιδ ιν τηε ηοστ στραιν, ινηιβιτσ Τ7 πολψmερασε το ρεδυχε 
λεακψ εξπρεσσιον. Ασ α ρεσυλτ, Τ7 πολψmερασε πρεσεντ ατ α ρελατιϖελψ λοω λεϖελ, ανδ σο 
Τ7 προmοτερ ωουλδ νοτ βε ϖερψ αχτιϖε εϖεν ιν τηε πρεσενχε οφ ηιγη χονχεντρατιον οφ 
ΙΠΤΓ. Τηερεφορε, τηισ σψστεm mαψ νοτ βε ϖερψ σενσιτιϖε το τηε χονχεντρατιον οφ ΙΠΤΓ. 
Τηε Τ7 σψστεm ρεπορτεδ βψ Ηολmανσ et al (1994) ισ διφφερεντ φροm ουρ σψστεm; τηεψ 
διδ νοτ υσε τηε πλασmιδ πΛψσΣ. Τηυσ, τηειρ σψστεm ηαδ α στρονγ Τ7 προmοτερ ανδ ασ α 
ρεσυλτ ωουλδ βε mορε εασιλψ αφφεχτεδ βψ τηε χονχεντρατιον οφ ΙΠΤΓ (Ηολmανσ et al. 
1994). 
Τηε οπτιmαλ ινδυχτιον τεmπερατυρε ωασ 27°Χ φορ εξπρεσσιον οφ χψτοχηροmε β5 
(Φιγυρε 3−6), διφφερινγ φροm α πρεϖιουσ ρεπορτ, ωηιχη φουνδ εξπρεσσιον οφ χψτοχηροmε 
β5 ατ αβοϖε 25°Χ ωουλδ φορm ινχλυσιον βοδιεσ (Ηολmανσ et al. 1994). Τηε διφφερεντ 
εφφεχτ οφ ινδυχτιον τεmπερατυρε οβσερϖεδ βετωεεν τηε χυρρεντ στυδψ ανδ τηε πρεϖιουσ 
ρεπορτ mιγητ αλσο βε χαυσεδ βψ πΛψσΣ πλασmιδ ιν τηε ηοστ στραιν, ωηιχη ρεδυχεσ τηε 
Τ7 πολψmερασε λεϖελ, ανδ ποσσιβλψ ωεακενσ τηε Τ7 προmοτερ. 
Μινγ Θι Φαν                                                              4 Dισχυσσιον 
  
 
− 155 − 
Εξπρεσσιον λεϖελ ρεαχηεδ α πεακ αφτερ 24 ηουρσ ινδυχτιον, ανδ λονγερ ινδυχτιον τιmε 
διδ νοτ ιmπροϖε εξπρεσσιον λεϖελ (Φιγυρε 3−5). Τηισ ωασ χονσιστεντ ωιτη οτηερ ρεπορτσ 
υσινγ τηε Τ7 σψστεm το εξπρεσσ χψτοχηροmε β5 (Ηολmανσ et al. 1994; Μυλροονεψ ανδ 
Wασκελλ 2000). 
Υνδερ οπτιmαλ χονδιτιονσ, υπ το 265νmολ οφ χψτοχηροmε β5 ωασ εξπρεσσεδ ιν 1 λιτρε 
mεδιυm.  Χοmπαρεδ ωιτη οτηερ ρεπορτσ (Ταβλε 4−1), ωηιχη αλσο υσεδ Τ7 σψστεm το 
εξπρεσσ mαmmαλιαν χψτοχηροmε β5, τηισ λεϖελ ωασ ρελατιϖελψ λοω.  
Ταβλε 4−1. Εξπρεσσιον οφ χψτοχηροmε β5 ιν τηε διφφερεντ σψστεmσ. 
Ρεφερενχεσ Ηολmανσ, σηετ et al, 
1994 
Μυλροονεψ ανδ 
Wασκελλ et al, 2000 
Χυρρεντ στυδψ  
Λεϖελ 1200−2000νmολ/λ 820mγ/λ  100−265νmολ/λ 
Πλασmιδ πΤ7−7 πΛW01 πΡΣΕΤ 
Ηοστ στραιν ΒΛ21(DΕ3)ΦΤΘ Χ41(DΕ3) ΗΜΣ174(DΕ3)πΛψσΣ 
Μεδιυm ΤΒ ΤΒ ΤΒ 
Ινδυχτιον τιmε 24 ηουρσ 16−20 ηουρσ 24 ηουρσ 
ΙΠΤΓ 0.1mΜ 0.01mΜ 0.1mΜ 
Ινδυχτιον 
τεmπερατυρε 
24°Χ 37°Χ 27°Χ 
 
Wε χοmπαρεδ ουρ εξπρεσσιον χονδιτιονσ ωιτη οτηερ ρεφερενχεσ (Ηολmανσ et al. 1994; 
Μυλροονεψ ανδ Wασκελλ 2000). Αλλ πλασmιδσ χαρριεδ τηε Τ7 προmοτερ. Ηοωεϖερ, τηε 
ηοστ στραινσ ηαδ διφφερεντ χηαραχτερσ. Ηολmανσ et al.  (1994) υσεδ α στραιν τηατ ηαδ τηε 
lac ρεπρεσσορ γενε, lacI. Ασ α ρεσυλτ, Τ7 ΡΝΑ πολψmερασε ωασ τιγητλψ σωιτχηεδ οφφ ιν 
τηε αβσενχε οφ ΙΠΤΓ βεχαυσε τηισ γενε ισ λοχατεδ δοωνστρεαm οφ τηε λαχΥς5 
προmοτερ. Τηυσ, τηε βασαλ λεϖελ οφ Τ7 ΡΝΑ πολψmερασε χουλδ βε χοντρολλεδ, βυτ τηε 
Τ7 προmοτερ ωουλδ στιλλ βε στρονγ ασ λονγ ασ Τ7 πολψmερασε ωασ ινδυχεδ.  
Wε υσεδ τηε πΛψσΣ πλασmιδ ινχλυδεδ ιν τηε ηοστ στραιν, ωηιχη προδυχεσ αν ινηιβιτορ 
οφ Τ7 πολψmερασε το χοντρολ λεακψ εξπρεσσιον. Ηοωεϖερ, τηε στρενγτη οφ τηε Τ7 
προmοτερ αλσο βεχαmε ωεακερ (Στυδιερ et al. 1990). Μορεοϖερ, ιτ ωασ ρεπορτεδ βψ 
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Ηολmανσ et al. (1994) τηατ πΛψσΣ χουλδ βε λετηαλ το τηε ηοστ στραιν δυρινγ εξπρεσσιον 
οφ χψτοχηροmε β5. Αλτηουγη ωε διδ νοτ φινδ τηε πρεσενχε οφ πΛψσΣ το βε φαταλ το τηε 
ηοστ βαχτερια δυρινγ εξπρεσσιον, τηερε mιγητ ηαϖε βεεν α τοξιχ εφφεχτ οφ πΛψσΣ, ωηιχη 
χουλδ αλσο ρεδυχε εξπρεσσιον λεϖελ οφ χψτοχηροmε β5. Τηερεφορε, τηε εξπρεσσιον λεϖελ 
οφ χψτοχηροmε β5 ωασ λοωερ ιν τηε ηοστ χονταινινγ πΛψσΣ πλασmιδ. 
Μορε ρεχεντλψ, mυταντσ οφ ΒΛ21(DΕ3) ωερε δεϖελοπεδ, ινχλυδινγ Χ41(DΕ3) ανδ 
Χ43(DΕ3), ωηιχη αρε σπεχιαλλψ βενεφιχιαλ φορ εξπρεσσιον οφ mεmβρανε προτειν 
(Μιρουξ ανδ Wαλκερ 1996). Ιτ ωασ βελιεϖεδ τηατ τηεσε mυταντσ προδυχεδ ειτηερ 
δεφιχιεντ ορ λεσσ Τ7 ΡΝΑ πολψmερασε (Μιρουξ ανδ Wαλκερ 1996). Ασ α ρεσυλτ, τηε 
τοξιχ εφφεχτ οφ αχχυmυλατινγ ΡΝΑ ον τηε ηοστ βαχτερια, ωηιχη ωασ χαυσεδ βψ στρονγ 
Τ7 ΡΝΑ πολψmερασε, χουλδ βε ρεδυχεδ (Μιρουξ ανδ Wαλκερ 1996). Ραββιτ 
χψτοχηροmε β5 ωασ εξπρεσσεδ ιν Χ41(DΕ3) ατ α ηιγη λεϖελ υσινγ Τ7 σψστεm 
(Μυλροονεψ ανδ Wασκελλ 2000). Ιντερεστινγλψ, τηε ινδυχτιον τεmπερατυρε ιν τηισ 
σψστεm ωασ 37°Χ (Μυλροονεψ ανδ Wασκελλ 2000), ωηιχη ισ mυχη ηιγηερ τηαν οτηερ 
ρεπορτσ (Ηολmανσ et al. 1994) ινχλυδινγ ουρ εξπεριmεντσ. Τηισ ισ ποσσιβλψ δυε το τηε 
φαχτ τηατ τηε Τ7 προmοτερ ισ λεσσ αχτιϖε ιν Χ41(DΕ3). Wε αλσο υσεδ Χ41(DΕ3) το 
εξπρεσσ ηυmαν χψτοχηροmε β5. Τηε εξπρεσσιον λεϖελ ινχρεασεδ αππροξιmατελψ 2 φολδ 
(δατα νοτ σηοων). Τηε αδϖανταγε οφ υσινγ Χ41(DΕ3) το εξπρεσσ mεmβρανε προτειν 
ωασ χονφιρmεδ.  
Ιτ ωασ ρεπορτεδ τηατ ασ mυχη ασ 3000νmολ/λ ρατ χψτοχηροmε β5 ωασ εξπρεσσεδ ιν 
E.coli υσινγ πΧWορι+ πλασmιδ (Χηυδαεϖ ανδ Υσανοϖ 1997), ωηιχη ισ χοmmονλψ υσεδ 
φορ εξπρεσσιον οφ χψτοχηροmε Π450. Τηερεφορε, οτηερ πλασmιδσ, ωηιχη ηαϖε α ωεακερ 
προmοτερ, mιγητ βενεφιτ εξπρεσσιον οφ χψτοχηροmε β5 ιν E.coli. 
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Τ7 λψσοζψmε προδυχεδ βψ πΛψσΣ χαν νοτ ονλψ ινηιβιτ τηε Τ7 ΡΝΑ πολψmερασε βυτ 
αλσο λψσε τηε E.coli χελλ ωαλλ (Στυδιερ et al. 1990). Ασ α ρεσυλτ, σιmπλψ φρεεζινγ ανδ 
τηαωινγ χαν ηελπ εξτραχτ τηε ταργετ προτειν (Στυδιερ et al. 1990). Ηοωεϖερ, φρεεζινγ 
ανδ τηαωινγ ωασ νοτ ϖερψ εφφιχιεντ ατ λψσινγ χελλσ ιν ουρ στυδψ (Ταβλε 3−1). Ιτ ωασ 
νεχεσσαρψ το χοmβινε τηισ τρεατmεντ ωιτη σονιχατιον (Ταβλε 3−1 ανδ Ταβλε 3−2).  
Τηε εφφιχιενχψ οφ σονιχατιον δεπενδεδ ον δυρατιον. Λονγερ σονιχατιον τιmεσ 
ινχρεασεδ χελλ λψσισ βυτ τηερε ωασ τηε ρισκ οφ δεγραδατιον οφ χψτοχηροmε β5. Τηυσ, ιτ ισ 
ιmπορταντ το χοντρολ τηε στρενγτη οφ σονιχατιον ιν ορδερ το οβταιν ηιγη ρεχοϖερψ οφ 
χψτοχηροmε β5. Τηε ρεχοϖερψ οφ mεmβρανε−βουνδ χψτοχηροmε β5 (33%) ιν ουρ 
εξπεριmεντ (Ταβλε 3−3) ωασ σιmιλαρ το τηε πρεϖιουσ ρεπορτ (36%) (Ηολmανσ et al. 
1994).   
Τηε Ηισ ταγ προϖιδεδ αν εασψ ωαψ το πυριφψ χψτοχηροmε β5. Χοmπλεξ προχεσσεσ συχη 
ασ ανιον εξχηανγε ανδ ηψδροπηοβιχ χηροmατογραπηψ χουλδ βε αϖοιδεδ. Ηοωεϖερ, τηε 
ρεχοϖερψ οφ χψτοχηροmε β5 ωασ ϖερψ λοω αφτερ τηε νιχκελ αφφινιτψ χηροmατογραπηψ.  
Λατερ, ωε φουνδ τηατ βινδινγ οφ σολυβιλισεδ ΧΨΠ4Α1− (Ηισ)6 προτειν το τηε νιχκελ 
χολυmν ωασ mυχη βεττερ αφτερ προτειν στορινγ βυφφερ ωασ εξχηανγεδ φορ φρεση βυφφερ 
βψ α σιζε εξχλυσιον ΠD−10 χολυmν. Wε προποσεδ τηατ τηε στορινγ βυφφερ αφτερ 
mεmβρανε προτειν σολυβιλισατιον mιγητ χονταιν ηιστιδινε ορ οτηερ λοω mολεχυλαρ 
ωειγητ χοmπουνδσ, ωηιχη χοmπετεδ ωιτη ηιστιδινε ταγ προτειν βινδινγ το τηε νιχκελ 
ρεσιν. Ασ α ρεσυλτ, τηε ρεχοϖερψ βψ νιχκελ αφφινιτψ χηροmατογραπηψ ωασ λοω. Τηερεφορε, 
βυφφερ εξχηανγε βεφορε πυριφιχατιον mαψ ηελπ το ιmπροϖε τηε ρεχοϖερψ οφ χψτοχηροmε 
β5 πυριφιχατιον.    
Ιντερεστινγλψ, ωηεν λεσσ δετεργεντ ωασ υσεδ το σολυβιλισε mεmβρανε−βουνδ 
χψτοχηροmε β5, τηε πυριφιχατιον ρεχοϖερψ ινχρεασεδ (Ταβλε 3−4). Τηισ σηοωσ τηατ τηε 
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αmουντ οφ δετεργεντ υσεδ φορ χψτοχηροmε β5 σολυβιλισατιον mαψ αλσο αφφεχτ τηε 
ρεχοϖερψ οφ χψτοχηροmε β5 πυριφιχατιον. 
Ιν χονχλυσιον, φυνχτιοναλ ηυmαν χψτοχηροmε β5 ωασ εξπρεσσεδ ιν E.coli. Αφτερ 
πυριφιχατιον, πυρε ανδ σπεχτραλλψ φυνχτιοναλ χψτοχηροmε β5 ωασ οβταινεδ (Φιγυρε 3−7 
ανδ 3−8). Τηεσε πυριφιεδ χψτοχηροmε β5 ωασ υσεδ ιν ρεχονστιτυτιον οφ ΧΨΠ4Α1 
αχτιϖιτψ. 
4.2 Εξπρεσσιον οφ ΧΠΡ 
Ηυmαν χψτοχηροmε Π450 ρεδυχτασε ωασ εξπρεσσεδ ιν E.coli υσινγ πλασmιδ πΒ55, 
ωιτη ηυmαν ΧΠΡ χDΝΑ φυσεδ το τηε pelB λεαδερ σεθυενχε ιν πΒ55. Τηε ινιτιαλ στυδψ 
σηοωεδ τηατ εξπρεσσιον οφ ΧΠΡ ιν E.coli λεδ το σεριουσ δεγραδατιον οφ ΧΠΡ (Πορτερ et 
al. 1987); τηερεφορε τηε σιγναλ πεπτιδε, ΟmπΑ, ωασ υτιλισεδ το τρανσπορτ ΧΠΡ ιντο 
περιπλασmιχ σπαχε το αϖοιδ προτεολψσισ (Σηεν et al. 1989).  Ιν τηισ προϕεχτ, πελΒ ωασ 
συπποσεδ το πλαψ α σιmιλαρ ρολε το ΟmπΑ βεχαυσε πελΒ ισ αλσο α σιγναλ πεπτιδε.  
Τηε ρεχοmβιναντ ΧΠΡ εξπρεσσεδ ιν ϑΜ109 σηοωεδ χψτοχηροmε χ ρεδυχτιον αχτιϖιτψ 
(Ταβλε 3−5). Τηισ mεαντ τηατ τηε ρεχοmβιναντ ΧΠΡ ωασ φυνχτιοναλ. Αφτερ αφφινιτψ 
πυριφιχατιον βψ 2, 5−ΑDΠ αγαροσε, τηερε ωερε τωο βανδσ οφ αππροξιmατε mολεχυλαρ 
ωειγητ 66,000Dα ανδ 78,000Dα, ον ΣDΣ−ΠΑΓΕ. Τηε ηιγη mολεχυλαρ ωειγητ 
χορρεσπονδεδ το ινταχτ ΧΠΡ. Αχχορδινγ το πρεϖιουσ στυδιεσ, τηε λοω mολεχυλαρ ωειγητ 
βανδ ωασ λικελψ το ρεσυλτ φροm τηε προτεολψσισ οφ ΧΠΡ (Πορτερ et al. 1987).  Τηε 
πυριφιεδ ΧΠΡ ρεταινεδ στρονγ χψτοχηροmε χ ρεδυχτιον αχτιϖιτψ, ανδ ωασ υσεδ φορ 
ρεχονστιτυτιον οφ ΧΨΠ4Α1 αχτιϖιτψ in vitro. 
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4.3 Εξπρεσσιον οφ ΧΨΠ4Α1 
ΟmπΑ ισ α mεmβρανε προτειν ιν E.coli, ωηιχη χονταινσ 346 αmινο αχιδσ, τηε φιρστ 21 
οφ ωηιχη mακε υπ τηε τρανσmεmβρανε σιγναλ ρεγιον (ΜΚΚΤΑΙΑΙΑςΑΙΑΓΦΑΤςΑΘ 
ΑΑ) (Μοϖϖα et al. 1980). Τηε σιγναλ πεπτιδε οφ ΟmπΑ ωασ φυσεδ το ΧΨΠ4Α1 το 
εξπρεσσ Π450 ιν E.coli. Α σιξ−ηιστιδινε ταγ ωασ ιντροδυχεδ ιν τηε φυσιον προτειν το 
ηελπ πυριφιχατιον.  
Σεϖεραλ φαχτορσ ινχλυδινγ τηε ηοστ στραιν, τηε χονχεντρατιον οφ ΙΠΤΓ, ινδυχτιον τιmε, 
ανδ ινδυχτιον τεmπερατυρε ωερε εξαmινεδ φορ mαξιmαλ εξπρεσσιον οφ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ. 
Τηε οπτιmαλ χονδιτιονσ (Σεχτιον 3.3.1.4) ωερε σιmιλαρ το α πρεϖιουσ στυδψ φορ 
εξπρεσσιον οφ χψτοχηροmε Π450 ιν E.coli. (Βαρνεσ 1996). Τηε εφφεχτ οφ δ−ΑΛΑ ωασ 
αλσο ινϖεστιγατεδ. Τηε συππλεmεντ οφ δ−ΑΛΑ ωασ φουνδ το ενηανχε τηε εξπρεσσιον οφ 
ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ (Φιγυρε 3−14). Ηοωεϖερ, α πρεϖιουσ ρεπορτ σηοωεδ τηατ εξπρεσσιον οφ 
ΟmπΑ−3Α4 ωασ νοτ ιmπροϖεδ βψ τηε αδδιτιον οφ δ−ΑΛΑ (Πριτχηαρδ et al. 1997). δ−
ΑΛΑ ισ τηε πρεχυρσορ οφ ηεmε, ωηιχη mιγητ εξπλαιν ενηανχεmεντ ιν εξπρεσσιον οφ 
Π450σ. Ηοωεϖερ, ωηεν Π450σ αρε εξπρεσσεδ ατ ηιγη λεϖελ, ηεmε mαψ νοτ βε τηε 
λιmιτινγ φαχτορ ανδ ασ α ρεσυλτ, τηε αδδιτιοναλ δ−ΑΛΑ ωουλδ νοτ ιmπροϖε τηε 
εξπρεσσιον λεϖελ. Τηε εφφεχτ οφ δ−ΑΛΑ χουλδ διφφερ φορ εξπρεσσιον οφ διφφερεντ Π450σ.   
Ιν α πρεϖιουσ ρεπορτ, τηε σαmε ΟmπΑ−φυσιον στρατεγψ ωασ υσεδ το εξπρεσσ ΧΨΠ3Α4, 
2Α6 ανδ 2Ε1 (Πριτχηαρδ et al. 1997). Αλλ εξπρεσσιον λεϖελσ, εξχεπτ φορ ΧΨΠ2Ε1, ωερε 
ηιγηερ τηαν Ν−τερmιναλλψ mοδιφιεδ ϖερσιονσ (Πριτχηαρδ et al. 1997). Ηοωεϖερ, τηε 
εξπρεσσιον λεϖελ οφ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ φυσιον ωασ 60−100νmολ ιν ονε λιτρε οφ mεδια 
υνδερ οπτιmαλ χονδιτιονσ, σιmιλαρ το τηε εξπρεσσιον λεϖελ οφ mοδιφιεδ Ν−τερmιναλ 
ΧΨΠ4Α1 (Φιγυρε 3−15). Τηερεφορε, αλτηουγη φυνχτιοναλ ΟmπΑ−ΧΨΠ4Α1 ωασ 
συχχεσσφυλλψ εξπρεσσεδ ιν E.coli, ΟmπΑ−φυσιον διδ νοτ ιmπροϖε τηε εξπρεσσιον λεϖελ 
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οφ ΧΨΠ4Α1. Τηε ρεασον ωηψ εξπρεσσιον λεϖελ οφ διφφερεντ Π450σ σηοωσ συχη 
ϖαριατιον νεεδσ φυρτηερ ινϖεστιγατιον. 
Πρεϖιουσ στυδιεσ σηοωεδ τηατ βυφφερ, δετεργεντ ανδ τηε χονχεντρατιον οφ προτειν χουλδ 
αφφεχτ σολυβιλισατιον οφ mεmβρανε προτειν (Ηϕελmελανδ 1990). Πηοσπηατε βυφφερ ισ 
ωελλ κνοων φορ ιτσ αβιλιτψ το αιδ ιν σολυβιλισατιον οφ mεmβρανε προτειν (Ηϕελmελανδ 
1990), ανδ σο ιτ ωασ χηοσεν φορ σολυβιλισατιον οφ ΧΨΠ4Α1 ιν τηισ προϕεχτ. 
Νον−ιονιχ συρφαχταντσ συχη ασ Εmυλγεν 913 αρε ωιδελψ υσεδ φορ εξτραχτινγ Π450σ 
φροm mεmβρανεσ. Ιντερεστινγλψ, ωε φουνδ τηατ τηε χοmβινατιον οφ Εmυλγεν 913 ανδ 
σοδιυm χηολατε, ωηιχη ισ αν ιονιχ δετεργεντ, ιmπροϖεδ τηε ρεχοϖερψ οφ τηε Π450 αφτερ 
σολυβιλισατιον (Ταβλε 3−6). Τηισ mιγητ βε βεχαυσε τηε ιονιχ δετεργεντ χουλδ ιντεραχτ 
ωιτη τηε χηαργεδ συρφαχε οφ Π450, ενηανχινγ τηε σολυβιλιτψ οφ Π450. Τηυσ, δετεργεντσ 
ωιτη διφφερεντ προπερτιεσ ωερε υσεδ τογετηερ. 
Ηιγηερ χονχεντρατιονσ οφ προτειν χαν ιmπροϖε σολυβιλισατιον οφ Π450 φροm τηε 
mιχροσοmε (Ηϕελmελανδ 1990). Wηεν τηε mεmβρανε προτειν χονχεντρατιον ωασ 
ηιγηερ τηαν 1mγ/mλ, βεττερ ρεχοϖερψ ωασ οβταινεδ (Ηϕελmελανδ 1990). Τηερεφορε, τηε 
mιχροσοmε προτειν χονχεντρατιον ωασ κεπτ ατ mορε τηαν 1 mγ/mλ ιν τηισ εξπεριmεντ.   
Αφτερ ΧΨΠ4Α1 ωασ πυριφιεδ βψ Νι2+ χηελατε αφφινιτψ χηροmατογραπηψ, τηε προτειν 
σηοωεδ α σινγλε βανδ ον τηε ΣDΣ−ΠΑΓΕ (Φιγυρε 3−16Α). Τηισ mεαντ τηατ ΧΨΠ4Α1 
ωασ ηοmογενουσ. Τηε πυριφιεδ ΧΨΠ4Α1 ηαδ α τψπιχαλ Π450 χαρβον mονοξιδε 
βινδινγ σπεχτρυm ανδ λιττλε Π420 ωασ δετεχτεδ (Φιγυρε 3−16Β). Τηερεφορε, πυρε ανδ 
φυνχτιοναλ ΧΨΠ4Α1 ωασ οβταινεδ.  
Τηε σπεχιφιχ χοντεντ οφ πυριφιεδ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ (2.2 νmολ/mγ προτειν) ωασ φουνδ το 
βε λοωερ τηαν τηε τηεορετιχαλ ϖαλυε (16.4 νmολ/mγ προτειν, βασεδ ον α mολεχυλαρ 
ωειγητ οφ ΟmπΑ.4Α1.ΗΤ οφ 60.8κDα), ωηιχη mεαντ τηατ α χονσιδεραβλε αmουντ οφ 
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Π450 λοστ σπεχτραλ αχτιϖιτψ δυρινγ πυριφιχατιον. Α σιmιλαρ ρεσυλτ ωασ οβσερϖεδ δυρινγ 
πυριφιχατιον οφ [Ηισ]6−ΧΨΠ2D6−∆25 (Κεmπφ et al. 1995). Τηε αυτηορσ προποσεδ τηατ 
ιmιδαζολε, ωηιχη ωασ υσεδ το ελυτε Π450 φροm νιχκελ χολυmν, χουλδ χοmπετε ωιτη 
χαρβον mονοξιδε το βινδ ωιτη ηεmε ανδ τηερεφορε τηε χοντεντ οφ Π450 χουλδ βε 
υνδερεστιmατεδ (Κεmπφ et al. 1995).   
Dιερκσ et al. (1998) ρεπορτεδ τηατ ιmιδαζολε χουλδ βινδ το ΧΨΠ4Α1 ανδ ινδυχε α 
διφφερενχε σπεχτρυm τηατ ηαδ α πεακ αρουνδ 425νm. Τηε Κσ ϖαλυε οφ ΧΨΠ4Α1 
βινδινγ το ιmιδαζολε ωασ 1.4±0.1mΜ, δετερmινεδ βψ τηε διφφερενχε σπεχτρυm (Dιερκσ 
et al. 1998α). Dυρινγ πυριφιχατιον οφ ΧΨΠ4Α1, τηε χονχεντρατιον οφ ιmιδαζολε ιν τηε 
βυφφερ (5−750mΜ) ωασ mυχη ηιγηερ τηαν τηε Κσ ϖαλυε. Τηερεφορε, ιmιδαζολε χουλδ 
βινδ το ΧΨΠ4Α1 ανδ ποσσιβλψ οχχυπψ τηε ηεmε ιρον σιτε ιν ΧΨΠ4Α1. Αλτηουγη τηε 
πυριφιεδ ΧΨΠ4Α1 ωασ δεσαλτεδ υσινγ α ΠD−10 χολυmν, τηερε mαψ στιλλ βεεν σοmε 
τιγητλψ βουνδ ιmιδαζολε ιν ΧΨΠ4Α1. Τηισ χουλδ αφφεχτ τηε βινδινγ οφ χαρβον 
mονοξιδε το Π450 ανδ ασ α ρεσυλτ, τηε χοντεντ οφ Π450 χουλδ βε υνδερϖαλυεδ.  
Ανοτηερ ρεασον φορ λοω σπεχιφιχ χοντεντ οφ ΧΨΠ4Α1 χουλδ βε τηε λοσσ οφ ηεmε δυρινγ 
πυριφιχατιον. Ιτ ωασ ρεπορτεδ τηατ 30% οφ ηεmε, ιν τηε E.coli εξπρεσσεδ ΧΨΠ4Α1, ωασ 
χοϖαλεντλψ βουνδ ανδ 70% ηεmε ωασ ιν φρεε φορm (Ηοχη ανδ Ορτιζ Dε Μοντελλανο 
2001). Wηεν ΧΨΠ4Α1− (Ηισ)6 βουνδ το τηε νιχκελ χολυmν, σοmε φρεε ηεmε mαψ ηαϖε 
βεεν ωασηεδ ουτ βψ τηε ωασηινγ βυφφερ, ρεσυλτινγ ιν σοmε ΧΨΠ4Α1 λοσινγ τηε ηεmε.  
Τηερεφορε, τηε φυνχτιοναλ ρεχοmβιναντ ΧΨΠ4Α1 ωασ συχχεσσφυλλψ εξπρεσσεδ ιν E.coli. 
ΧΨΠ4Α1 προτειν ωασ πυριφιεδ το βε ηοmογενουσ βψ νιχκελ χηελατε χηροmατογραπηψ 
ανδ τηε πυριφιεδ προτειν ηαδ τηε τψπιχαλ Π450 σπεχτρυm (Φιγυρε 3−16). Τηεσε ΧΨΠ4Α1 
προτεινσ ωερε υσεδ φορ συβστρατε−βινδινγ ανδ αχτιϖιτψ ασσαψσ.      
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4.4 Στρυχτυρε−φυνχτιον ρελατιονσηιπσ οφ ΧΨΠ4Α1 
4.4.1 Συβστρατε βινδινγ σιτεσ 
Σιτε−διρεχτεδ mυταγενεσισ ωασ υσεδ το εξαmινε ρεσιδυεσ ιν ΧΨΠ4Α1, ωηιχη χουλδ 
βινδ συβστρατε. Wε τριεδ το διστινγυιση mυταντσ, ωηιχη ονλψ αφφεχτεδ συβστρατε−
βινδινγ παττερνσ φροm οτηερ mυτατιονσ, ωηιχη διmινισηεδ ΧΨΠ4Α1 χαταλψτιχ αχτιϖιτψ 
βεχαυσε οφ οτηερ ρεασονσ, συχη ασ διστυρβινγ τηε τερτιαρψ στρυχτυρε οφ τηε ενζψmε. 
Τηερεφορε, mυταντσ ωερε δεσιγνεδ, ωηιχη αρε συπποσεδ το χηανγε τηε συβστρατε 
σπεχιφιχιτψ φροm φαττψ αχιδ το φαττψ αmινε.  
4.4.1.1 Κ93 
Α mοδελ οφ ΧΨΠ4Α1 ωασ βυιλτ το ηελπ το ινϖεστιγατε στρυχτυρε−φυνχτιον ρελατιονσηιπσ 
ιν ΧΨΠ4Α1 (υνπυβλισηεδ, Χ. Α. Λαυγητον, Υνιϖερσιτψ οφ Νοττινγηαm). Τηισ mοδελ 
συγγεστσ τηατ τηε βασιχ ρεσιδυε Κ93, λοχατεδ ατ τηε εντρανχε οφ τηε συβστρατε−βινδινγ 
χηαννελ, ισ α συβστρατε−βινδινγ ρεσιδυε (Φιγυρε 3−21). Τηε αλιγνmεντ οφ ΧΨΠ4Α 
προτεινσ αλσο σηοωεδ τηατ Κ ορ Ρ, ωηιχη χαρρψ α ποσιτιϖε χηαργε; οφτεν αππεαρ ατ α 
σιmιλαρ ποσιτιον ιν οτηερ ΧΨΠ4Α mεmβερσ (Φιγυρε 3−20). Μορεοϖερ, Ρ47 ιν 
ΧΨΠΒΜ3, ωηιχη ισ εθυιϖαλεντ το Κ93 ιν ΧΨΠ4Α1, ωασ ιδεντιφιεδ ασ α χρυχιαλ ρεσιδυε 
φορ συβστρατε βινδινγ (Γραηαm−Λορενχε et al. 1997; Ολιϖερ et al. 1997; Νοβλε et al. 
1999). Τηερεφορε, ωε προποσεδ τηατ Κ93 χουλδ ποσσιβλψ φορm αν ιον−παιρ ωιτη τηε 
χαρβοξψλ γρουπ οφ α φαττψ αχιδ συβστρατε, ανδ τηεν ωουλδ πλαψ αν ιmπορταντ ρολε ιν 
συβστρατε χονταχτ.  
Ιν ορδερ το εξαmινε τηισ ηψποτηεσισ, ωε χηανγεδ τηε ποσιτιϖελψ χηαργεδ ρεσιδυε Κ93 
το τηε νεγατιϖελψ χηαργεδ ρεσιδυε Ε βψ σιτε−διρεχτεδ mυταγενεσισ ανδ προποσεδ τηατ 
τηε Κ93Ε mυταντ ωουλδ χηανγε τηε συβστρατε σπεχιφιχιτψ φροm φαττψ αχιδ το φαττψ 
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αmινε. Τηισ ωασ βεχαυσε Κ93Ε ωουλδ φορm ιον−παιρ ωιτη τηε αmινε χοmπουνδ τηατ 
χαρριεσ α ποσιτιϖε χηαργε, βυτ νοτ ωιτη φαττψ αχιδ, ωηιχη χαρριεσ τηε σαmε νεγατιϖε 
χηαργε ασ τηε ρεσιδυε Ε.  
Τηε συβστρατε αφφινιτψ οφ Κ93Ε mυταντ ωασ ινϖεστιγατεδ, ανδ χοmπαρεδ ωιτη ωιλδ 
τψπε. Τωο κινδσ οφ συβστρατε: λαυριχ αχιδ ανδ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε, 
ωηιχη χαρρψ νεγατιϖε ανδ ποσιτιϖε χηαργε ρεσπεχτιϖελψ, ωερε υσεδ ιν τηε εξπεριmεντσ. 
Αδδιτιον οφ λαυριχ αχιδ το ΧΨΠ4Α1 ανδ Κ93Ε ινδυχεδ α Τψπε Ι διφφερενχε σπεχτρα 
(Φιγυρε 3−24Α ανδ 3−25Α). Φορ λαυριχ αχιδ, τηε Κσ ϖαλυε οφ Κ93Ε (32µΜ) ωασ 
αππροξιmατελψ τηρεε τιmεσ ηιγηερ τηαν τηατ οφ ΧΨΠ4Α1 (9.7µΜ), βυτ τηε χηανγε ωασ 
λεσσ τηαν εξπεχτεδ. Τηε εξπεχτεδ ελεχτροστατιχ ρεπυλσιον βετωεεν τηε χαρβοξψλ γρουπσ 
ιν λαυριχ ανδ γλυταmιχ αχιδ σηουλδ ηαϖε προδυχεδ α βιγγερ διφφερενχε ιν Κσ. Φορ 
δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε, νο διφφερενχε σπεχτρυm ωασ οβσερϖεδ δυρινγ 
τιτρατιον οφ τηε συβστρατε ιν ΧΨΠ4Α1 (Φιγυρε 3−26). Ηοωεϖερ, τηε διφφερενχε σπεχτρυm 
οφ Κ93Ε σηοωεδ α τρουγη ατ αππροξιmατε 420νm βυτ νο πεακ ατ 390νm (Φιγυρε 3−
27Α). Τηισ χηανγε ιν τηε διφφερενχε σπεχτρυm χουλδ νοτ βε αν αρτεφαχτ βεχαυσε 
ΧΨΠ4Α1 διδ νοτ σηοω α σιmιλαρ παττερν. Τηε Κσ ϖαλυε χουλδ νοτ βε δετερmινεδ 
βεχαυσε τηε ρεγρεσσιον χυρϖε ωασ λινεαρ ιν τηε ρανγε οφ 0−410µΜ οφ αmινε χοmπουνδ. 
Τηισ λινεαρ παττερν ωασ χονσιστεντ ωιτη τηε ινιτιαλ ρεγιον οφ τηε ρεγρεσσιον χυρϖε (0−
100µΜ λαυριχ αχιδ) οβταινεδ φροm ΧΨΠ4Α1 βινδινγ το λαυριχ αχιδ (Φιγυρε 3−25Β). 
Τηε mαξιmαλ χηανγε οφ αβσορβανχε χαυσεδ βψ τιτρατιον οφ αmινε χοmπουνδ ιν Κ93Ε 
ωασ αππροξιmατελψ ηαλφ (Φιγυρε 3−27Β) τηατ χαυσεδ βψ τιτρατιον οφ λαυριχ αχιδ ιν 
ΧΨΠ4Α1 (Φιγυρε 3−24Β). Ηιγηερ χονχεντρατιονσ οφ αmινε χοmπουνδ ωερε νοτ υσεδ 
ιν τηισ εξπεριmεντ δυε το τηε φαχτ τηατ α λαργε αmουντ οφ δετεργεντ ωουλδ δεστροψ τηε 
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ενζψmε τερτιαρψ στρυχτυρε. Τηερεφορε, τηισ διφφερενχε σπεχτρυm συγγεστεδ τηατ τηερε 
ωασ α ωεακ ιντεραχτιον βετωεεν Κ93Ε ανδ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε.  
Ουρ ηψποτηεσισ πρεδιχτεδ τηατ Κ93Ε ωουλδ βινδ το φαττψ αmινε χοmπουνδ βεχαυσε 
τηε ιον−παιρ χουλδ φορm βετωεεν τηε νεγατιϖελψ χηαργεδ γλυταmιχ αχιδ ανδ τηε 
ποσιτιϖελψ χηαργεδ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε. Τηισ χονταχτ ωασ δετεχτεδ 
βψ α συβστρατε−βινδινγ ασσαψ, βυτ τηε ιντεραχτιον βετωεεν Κ93Ε ανδ φαττψ αmινε 
χοmπουνδ ωασ ωεακερ τηαν εξπεχτεδ.  
Ιν συmmαρψ, Κ93Ε mυταντ ρεσυλτσ ιν αν ινχρεασε οφ Κσ φορ λαυριχ αχιδ ανδ τηε ωεακ 
βινδινγ το φαττψ αmινε χοmπουνδ, βυτ τηε χηανγε οφ Κ το Ε διδ νοτ γρεατλψ αφφεχτ 
συβστρατε−σπεχιφιχιτψ.  
Ουρ πρεϖιουσ ηψποτηεσισ συγγεστεδ τηατ Κ93Ε ωουλδ χηανγε συβστρατε−σπεχιφιχιτψ 
φροm φαττψ αχιδ το φαττψ αmινε χοmπουνδ. Ουρ ρεσυλτσ χλεαρλψ σηοωεδ τηατ χηανγε οφ 
Κ93 το Ε ιν ΧΨΠ4Α1 σλιγητλψ δεχρεασεδ τηε αφφινιτψ αγαινστ λαυριχ αχιδ ανδ προδυχεδ 
α ωεακ ιντεραχτιον ωιτη φαττψ αmινε χοmπουνδ. Τηερεφορε, Κ93 ιν ΧΨΠ4Α1 χουλδ βε 
ρελατεδ το συβστρατε χονταχτ, βυτ ισ νοτ τηε πρινχιπλε συβστρατε βινδινγ ρεσιδυε. Οτηερ 
ρεσιδυεσ ιν ΧΨΠ4Α1 mαψ ωορκ τογετηερ ωιτη Κ93 ανδ δετερmινε τηε συβστρατε 
βινδινγ.   
4.4.1.2 Ρ87 
Βεχαυσε Κ93 ωασ νοτ ιδεντιφιεδ ασ τηε δετερmινατιϖε ρεσιδυε φορ συβστρατε βινδινγ, 
ωε τηεν ινϖεστιγατεδ οτηερ ρεσιδυεσ τηατ χουλδ βε ινϖολϖεδ ιν συβστρατε βινδινγ. Τηε 
mοδελ οφ ΧΨΠ4Α1 συγγεστεδ Ρ87 το βε λοχατεδ ον τηε οπποσιτε σιδε οφ Κ93 βυτ αλσο 
ιν τηε mουτη οφ συβστρατε χηαννελ (Φιγυρε 3−28). Μορεοϖερ, Ρ87 χαρριεσ α ποσιτιϖε 
χηαργε, ωηιχη χουλδ ποτεντιαλλψ φορm αν ιον−παιρ ωιτη συβστρατε. Τηερεφορε, ωε 
δεσιγνεδ α σεριεσ οφ mυταντσ το εξαmινε τηε ρολε οφ Ρ87.    
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Φιρστλψ, Ρ87 mυταντ ωασ ρεπλαχεδ βψ τηε ρεσιδυε Ε. Συβστρατε σπεχιφιχιτψ οφ Ρ87Ε ωασ 
ινϖεστιγατεδ. Τιτρατιον οφ λαυριχ αχιδ ινδυχεδ ιν α Τψπε Ι συβστρατε−βινδινγ διφφερενχε 
σπεχτρυm (Φιγυρε 3−32). Τηε Κσ ϖαλυε οφ Ρ87Ε βινδινγ το λαυριχ αχιδ (544µΜ) ωασ 
mυχη ηιγηερ τηαν τηατ οφ ΧΨΠ4Α1 βινδινγ το λαυριχ αχιδ (9.7µΜ), σηοωινγ τηατ 
Ρ87Ε δεχρεασεδ τηε αφφινιτψ το λαυριχ αχιδ. Νο χηανγε ωασ οβσερϖεδ ιν τηε διφφερενχε 
σπεχτρυm οφ Ρ87Ε βινδινγ το δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε (Φιγυρε 3−34). 
Τηυσ, Ρ87Ε ποσσιβλψ διδ νοτ βινδ τηε αmινε χοmπουνδ. Τηε αχτιϖιτψ ασσαψ σηοωεδ 
τηατ Ρ87Ε mυταντ φαιλεδ το mεταβολισε ειτηερ λαυριχ αχιδ ορ αmινε χοmπουνδ 
(υνπυβλισηεδ, ς. Ε. Ηολmεσ, Υνιϖερσιτψ οφ Νοττινγηαm). Σινχε τηε mυτατιον φροm 
Ρ87 το Ε διmινισηεδ λαυριχ αχιδ αφφινιτψ ιν τηε αβσενχε οφ ινχρεασεδ αmινε χοmπουνδ 
βινδινγ, τηισ ωασ χονσιστεντ ωιτη τηε εφφεχτ οφ τηε mυτατιον, ωηιχη ηαδ αν 
αδϖεντιτιουσ εφφεχτ ον τηε τερτιαρψ στρυχτυρε οφ ΧΨΠ4Α1 ιν τηε συβστρατε αχχεσσ 
χηαννελ; τηερεφορε, ωε χουλδ νοτ ασσεσσ τηε χοντριβυτιον οφ Ρ87 ιν συβστρατε βινδινγ 
φροm τηισ δατα.     
Wε αλσο δεσιγνεδ τηε δουβλε mυταντ, Ρ87Ε/Κ93Ε, το εξαmινε ιφ τηε χοmβινατιον οφ 
mυτατιονσ ατ βοτη Ρ87 ανδ Κ93 το Ε ωουλδ χηανγε τηε συβστρατε−βινδινγ παττερν. 
Τιτρατιον οφ λαυριχ αχιδ ρεσυλτεδ ιν α Τψπε Ι διφφερενχε σπεχτρυm ιν Ρ87Ε/Κ93Ε 
(Φιγυρε 3−33Α) ανδ τηε Κσ ϖαλυε οφ βινδινγ λαυριχ αχιδ (370µΜ) ωασ mυχη ηιγηερ 
τηαν τηατ οφ ΧΨΠ4Α1 βινδινγ το τηε σαmε συβστρατε (9.7µΜ). Τηε διφφερενχε 
σπεχτρυm οφ τιτρατιον οφ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε ιν Ρ87Ε/Κ93Ε ωασ 
σιmιλαρ το τηατ ιν Κ93Ε, ωηιχη σηοωεδ νο πεακ ατ 390νm βυτ α τρουγη ατ 420νm 
(Φιγυρε 3−35Α). Τηε λινεαρ ρελατιονσηιπ οφ ∆Α αγαινστ τηε χονχεντρατιον οφ αmινε 
χοmπουνδ ωασ οβταινεδ (Φιγυρε 3−35Β). Τηισ διφφερενχε σπεχτρυm συγγεστεδ τηατ 
Ρ87Ε/Κ93Ε ονλψ βουνδ ωεακλψ το τηε φαττψ αmινε χοmπουνδ ασ δεσχριβεδ ιν σεχτιον 
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4.4.1.1. Τηερεφορε, Ρ87Ε/Κ93Ε σηοωεδ λοω αφφινιτψ το βοτη λαυριχ αχιδ ανδ αmινε 
χοmπουνδ, χονσιστεντ ωιτη τηε ρεσυλτσ οβταινεδ φροm Ρ87Ε. Τηισ χουλδ βε δυε το τηε 
δεστρυχτιον οφ τερτιαρψ στρυχτυρε οφ ΧΨΠ4Α1 ιν τηε συβστρατε αχχεσσ χηαννελ. Τηυσ, τηε 
ρολε οφ Ρ87 ιν ΧΨΠ4Α1 χαννοτ βε εϖαλυατεδ φροm τηεσε δατα.  
Wε τηεν υσεδ νευτραλ ρεσιδυε W το ρεπλαχε τηε βασιχ ρεσιδυε Ρ87 το φυρτηερ 
ινϖεστιγατε τηε ρολε οφ Ρ87 ιν ΧΨΠ4Α1. Ρ87W mυτατιον ισ συπποσεδ το κεεπ τηε 
Π450 αχτιϖιτψ βεχαυσε ΧΨΠ4Α4 αλσο ηασ W ιν τηε χορρεσπονδινγ ποσιτιον αχχορδινγ 
το τηε αλιγνmεντ αmονγ ΧΨΠ4Ασ (Φιγυρε 3−20). Wε λοοκεδ το σεε ιφ τηε συβστρατε 
σπεχιφιχιτψ οφ τηε mυταντ ωουλδ χηανγε ωηεν τηε ποσιτιϖε χηαργε ωασ αβσεντ ατ Ρ87 
ανδ τηε βασιχ ρεσιδυε Κ93 ωασ ρεπλαχεδ βψ τηε αχιδιχ ρεσιδυε Ε. Τηυσ, τηε δουβλε 
mυταντ Ρ87W/Κ93Ε ωασ χονστρυχτεδ. Τιτρατιον οφ λαυριχ αχιδ ιν Ρ87W/Κ93Ε 
ινδυχεδ α Τψπε Ι διφφερενχε σπεχτρυm (Φιγυρε 3−38Α), βυτ τηε αφφινιτψ το λαυριχ αχιδ 
οφ Ρ87W/Κ93Ε ωασ λοωερ τηαν τηατ οφ ωιλδ τψπε δυε το τηε ϖερψ ηιγη Κσ ϖαλυε 
(724µΜ). Ρ87W/Κ93Ε σηοωεδ ωεακ χονταχτ το αmινε χοmπουνδ δυε το τηε σιmιλαρ 
διφφερενχε σπεχτρυm οφ τιτρατιον οφ δοδεχψλτριmετηψλαmmονιυm βροmιδε ιν 
Ρ87W/Κ93Ε (Φιγυρε 3−39) ασ δεσχριβεδ ιν τηε σεχτιον 4.4.1.1. Τηεσε ρεσυλτσ 
συγγεστεδ τηατ τηε χηανγε οφ Ρ87 το W δεχρεασεδ τηε αφφινιτψ το λαυριχ αχιδ βεχαυσε 
Κ93Ε σινγλε mυταντ διδ νοτ δραmατιχαλλψ αφφεχτ τηε συβστρατε αφφινιτψ, βυτ 
Ρ87W/Κ93Ε διδ νοτ σηιφτ τηε συβστρατε σπεχιφιχιτψ φροm λαυριχ αχιδ το τηε αmινε 
χοmπουνδ. Τηισ χαν βε εξπλαινεδ βψ τηε φαχτ τηατ W χουλδ νοτ φορm αν ιον−παιρ ωιτη 
αmινε ανδ Κ93Ε ονλψ βουνδ τηε αmινε ωεακλψ. Ηοωεϖερ, ωε χουλδ νοτ διστινγυιση 
τηε ρεδυχτιον οφ φαττψ αχιδ αφφινιτψ ιν Ρ87W/Κ93Ε ρεσυλτεδ φροm τηε ποορ βινδινγ οφ 
συβστρατε, ορ δεστρυχτιον οφ τερτιαρψ στρυχτυρε ατ τηε εντρανχε οφ συβστρατε−βινδινγ 
χηαννελ. Α φυρτηερ αχτιϖιτψ ασσαψ οφ Ρ87W/Κ93Ε mαψ ηελπ το φινδ τηε ανσωερ.    
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Τηερεφορε, Ρ87 ισ ιmπορταντ το κεεπ τηε φυνχτιον οφ Π450 βυτ ιτ ισ νοτ χλεαρ ιφ Ρ87 
ρεσιδυε ισ διρεχτλψ ινϖολϖεδ ιν τηε συβστρατε βινδινγ. 
4.4.1.3 Ν116 
Ν116 ισ λοχατεδ βεηινδ τηε Κ93 ιν τηε mοδελ οφ ΧΨΠ4Α1 (Φιγυρε 3−41). Wε 
ηψποτηεσισεδ τηατ τηε συβστρατε mιγητ ινιτιαλλψ ιντεραχτ ωιτη Κ93, τηεν σηιφτ το Ν116.  
Τηερεφορε, Ν116 χουλδ βε ανοτηερ χανδιδατε φορ συβστρατε βινδινγ.  
Wε δεσιγνεδ τηε Ν116Ε ανδ Ν116Ε/Κ93Ε mυταντσ το ινϖεστιγατε τηε φυνχτιον οφ 
Ν116. Wε φαιλεδ το οβταιν τηε πυριφιεδ φυνχτιοναλ Ν116Ε/Κ93Ε mυταντ, οωινγ το λοω 
λεϖελ οφ εξπρεσσιον ανδ φεω Π450 ιν mιχροσοmε (σεχτιον 3.4.1.3). Τηερεφορε, ονλψ 
Ν116Ε mυταντ ωασ εξαmινεδ.  
Τηε συβστρατε βινδινγ ασσαψ σηοωεδ τηατ τηε Κσ ϖαλυε οφ Ν116Ε βινδινγ το λαυριχ 
αχιδ (8µΜ) ωασ σιmιλαρ το τηατ οφ ΧΨΠ4Α1 (9.7µΜ), ανδ τιτρατιον οφ 
δοδεχψλτριmετηψλ−αmmονιυm βροmιδε διδ νοτ χαυσε τηε χηανγε οφ διφφερενχε 
σπεχτρυm (Φιγυρε 3−45), τηε σαmε οβσερϖατιον ασ σεεν ωιτη ΧΨΠ4Α1. Τηεσε ρεσυλτσ 
συγγεστεδ τηατ τηε mυτατιον ιν Ν116 διδ νοτ αφφεχτ συβστρατε−βινδινγ παττερν, ανδ τηατ 
Ν116 ωασ προβαβλψ νοτ ινϖολϖεδ ιν συβστρατε βινδινγ.   
Wε ινϖεστιγατεδ τηε ρολε οφ τηρεε ρεσιδυεσ ινχλυδινγ Κ93, Ρ87 ανδ Ν116 ιν ΧΨΠ4Α1 
φορ συβστρατε βινδινγ. Ουρ ρεσυλτσ σηοωεδ τηατ τηε Κ93 ρεσιδυε ισ ινϖολϖεδ ιν βινδινγ 
συβστρατε βυτ τηατ ιτ δοεσ νοτ δετερmινε τηε συβστρατε βινδινγ. Αλσο, Ρ87 ισ ιmπορταντ 
φορ mαινταινινγ τηε νορmαλ Π450 αχτιϖιτψ βυτ ωε χαννοτ ασσεσσ τηε συβστρατε−βινδινγ 
αβιλιτψ οφ Ρ87 δυε το τηε φαχτ τηατ Ε mυτατιον ατ Ρ87 ρεσυλτεδ ιν τηε νον−φυνχτιοναλ 
ενζψmε; ανδ τηατ Ν116 ισ προβαβλψ νοτ ινϖολϖεδ ιν συβστρατε χονταχτ.   
Κ93 ιν ΧΨΠ4Α1 ισ εθυιϖαλεντ το Κ91Τ ιν ΧΨΠ4Α3. Ιν α πρεϖιουσ ρεπορτ, τηε Κ91Τ 
mυταντ οφ ΧΨΠ4Α3 χοmπλετελψ λοστ χαταλψτιχ αχτιϖιτψ ανδ τηε τιτρατιον οφ λαυριχ αχιδ 
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ανδ mψριστιχ αχιδ διδ νοτ χαυσε α σπιν στατε χηανγε (Ηοχη et al. 2000α). Τηε αυτηορσ 
διδ νοτ δεσχριβε τηε ρεασον ωηψ τηε ΧΨΠ4Α3−Κ91Τ mυταντ λοστ τηε αχτιϖιτψ ιν τηειρ 
στυδψ. Τηερε αρε τωο ποσσιβιλιτιεσ τηατ χουλδ ηαϖε χαυσεδ αχτιϖιτψ λοσσ οφ ΧΨΠ4Α3−
Κ91Τ mυταντ. Τηε φιρστ ποσσιβιλιτψ ωασ τηατ τηε Κ91Τ mυταντ φαιλεδ το βινδ συβστρατε. 
Τηε σεχονδ ποσσιβιλιτψ ωασ τηατ τηε mυτατιον δεχονστρυχτσ τηε τερτιαρψ στρυχτυρε οφ τηε 
συβστρατε−βινδινγ χηαννελ. Ουρ ρεσυλτσ συγγεστεδ τηατ τηε Κ93Ε mυταντ στιλλ βουνδ 
λαυριχ αχιδ ωελλ ανδ κεπτ σιγνιφιχαντ αχτιϖιτψ. Τηερεφορε, ωε προποσε τηατ τηε αχτιϖιτψ 
λοσσ οφ ΧΨΠ4Α3−Κ91Τ mυταντ ωασ ποσσιβλψ χαυσεδ βψ τηε σεχονδ ρεασον.   
Ιν ΧΨΠ4Α7, τηερε ισ α νατυραλ Ε ρεσιδυε ιν τηε ποσιτιον χορρεσπονδινγ το τηατ οφ Κ93 
ιν ΧΨΠ4Α1. Ηοωεϖερ, ΧΨΠ4Α7 χαν βινδ ανδ mεταβολισε λαυριχ αχιδ ωελλ (Λουγηραν 
et al. 2000). Τηισ σεεmσ το βε χονσιστεντ ωιτη ουρ οβσερϖατιον φροm Κ93Ε mυταντ. 
Τηε ποσιτιον οφ Ρ47 ιν ΧΨΠΒΜ3 ισ εθυιϖαλεντ το Κ93 ιν ΧΨΠ4Α1.Αλτηουγη Ρ47 ιν 
ΧΨΠΒΜ3 ωασ α χριτιχαλ ρεσιδυε φορ συβστρατε βινδινγ; τηερε ισ αργυmεντ αβουτ τηε 
ρολε οφ Ρ47 ιν ΧΨΠΒΜ3. Ιν τηε χρψσταλ στρυχτυρε οφ ΧΨΠΒΜ3, Ρ47 ρεσιδυε χουλδ νοτ 
βε ωελλ δεφινεδ (Ραϖιχηανδραν et al. 1993). Τηε αυτηορσ συγγεστεδ τηατ τηε ποσιτιον 
οφ Ρ47 χουλδ βε φλεξιβλε (Ραϖιχηανδραν et al. 1993). Τηε χρψσταλ στρυχτυρε οφ 
ΧΨΠΒΜ3 ωιτη παλmιτολειχ αχιδ ανδ Ν−παλmιτοψλγλψχινε ρεϖεαλεδ τηατ τηε διστανχε 
βετωεεν Ρ47 ανδ τηε χαρβοξψλ γρουπ οφ συβστρατεσ ωασ λονγερ τηαν εφφιχιεντ 
ελεχτροστατιχ ιντεραχτιον ρανγε (Λι ανδ Πουλοσ 1997; Ηαινεσ et al. 2001). Τηε αυτηορσ 
προποσεδ τηατ τηε ρολε οφ Ρ47 ιν συβστρατε βινδινγ χουλδ βε φλεξιβλε ανδ τρανσιεντ (Λι 
ανδ Πουλοσ 1997; Ηαινεσ et al. 2001). Αλτηουγη τηε Ρ47 mυταντσ σηοωεδ δεχρεασεδ 
αφφινιτψ φορ σοmε συβστρατεσ οφ ΒΜ3 (Γραηαm−Λορενχε et al. 1997; Ολιϖερ et al. 1997; 
Νοβλε et al. 1999), ιτ ωασ ρεχεντλψ ρεπορτεδ τηατ Ρ47Α mυταντ ηαδ α ηιγηερ τυρνοϖερ 
τηαν τηε ωιλδ τψπε φορ λαυριχ αχιδ οξιδατιον. Αλσο, τηε Κσ οφ Ρ47Α ονλψ ινχρεασεδ 3.7 
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φολδ φορ αραχηιδονιχ αχιδ ανδ 4.9 φολδ φορ παλmιτολειχ αχιδ (Χοωαρτ et al. 2001), 
ωηιχη ισ σιmιλαρ το ουρ οβσερϖατιον ιν Κ93Ε βινδινγ το λαυριχ αχιδ. Τηερεφορε, Κ93 ιν 
ΧΨΠ4Α1 mαψ αλσο βε φλεξιβλε. Ιτ mαψ ιτ mιγητ ινιτιαλλψ φορm α τεmποραρψ 
ιντερmεδιατε ωιτη τηε συβστρατε, τηε συβστρατε ωουλδ τηεν σηιφτ το (αν) οτηερ βινδινγ 
σιτε(σ). Οτηερ ρεσιδυεσ ιν ΧΨΠ4Α1 χουλδ δετερmινε συβστρατε βινδινγ.  
Ρ90 ιν ΧΨΠ4Α7 ισ τηε εθυιϖαλεντ το Ρ87 ιν ΧΨΠ4Α1 ιν τηε αλιγνmεντ οφ ΧΨΠ4Α 
προτεινσ (Φιγυρε 3−20). Ιν α πρεϖιουσ στυδψ, Ρ90W mυταντ οφ ΧΨΠ4Α7 σηοωεδ α 
δεχρεασε οφ χαταλψτιχ αχτιϖιτψ αγαινστ λαυρατε ανδ αραχηιδονατε βυτ α σλιγητ ινχρεασε οφ 
ΠΓΕ1 αχτιϖιτψ (Λουγηραν et al. 2000). Ουρ συβστρατε−βινδινγ ασσαψ συγγεστεδ τηατ τηε 
αφφινιτψ οφ Ρ87W/Κ93Ε το λαυριχ αχιδ ωασ ρεδυχεδ, ωηιχη ισ χονσιστεντ ωιτη τηε 
οβσερϖατιον ιν ΧΨΠ4Α7−Ρ90W mυταντ.   
Οωινγ το φαιλυρε οφ ιδεντιφψινγ τηε κεψ συβστρατε βινδινγ ρεσιδυεσ, ιτ ρεmαινσ ιν 
θυεστιον ωηατ ρεσιδυε(σ) ισ (αρε) χρυχιαλ φορ συβστρατε βινδινγ. Τηε στυδψ ιν ΧΨΠΒΜ3 
συγγεστεδ τηατ Ψ51 πλαψσ αν ιmπορταντ ρολε ιν συβστρατε βινδινγ. Τηε ηψδρογεν βονδ 
χουλδ βε φορmεδ βετωεεν Ψ51 ανδ χαρβοξψλ γρουπ ιν τηε φαττψ αχιδ. Ψ95 ιν ΧΨΠ4Α1 
ισ σιmιλαρ το Ψ51 ιν ΧΨΠΒΜ3. Τηε ΧΨΠ4Α1 mοδελ σηοωεδ τηατ Ψ95 ισ αλσο λοχατεδ 
ατ τηε εντρανχε οφ τηε συβστρατε χηαννελ; ιτ ισ χλοσε το Κ93 βυτ βεηινδ Κ93. Τηερεφορε, 
τηε ποσιτιον οφ Ψ95 ισ συιταβλε το βινδ συβστρατε. 
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Φιγυρε 4−1. Ψ95 ρεσιδυε ιν ΧΨΠ4Α1 mοδελ.  
Τηε Ψ95 ρεσιδυε ισ ψελλοω; τηε Κ93 ρεσιδυε ισ πινκ. Τηε ηεmε γρουπ ισ γρεεν ανδ τηε ιρον ιν τηε ηεmε 
ισ ρεδ.  
 
Τηε αλιγνmεντ οφ τηε ΧΨΠ4Ασ συγγεστεδ τηατ τηε βασιχ ρεσιδυεσ, ωηιχη χουλδ 
ποτεντιαλλψ mακε χονταχτ ωιτη χαρβοξψλ γρουπ οφ φαττψ αχιδ, οφτεν αππεαρ ιν τηε 
σιmιλαρ ποσιτιον το Ψ95 ιν ΧΨΠ4Α1. Τηε τωο εξχεπτιονσ αρε ΧΨΠ4Α7 ανδ ΧΨΠ4Α21, 
ωηιχη ηαϖε ηψδροπηοβιχ ρεσιδυε Φ ανδ Μ ιν τηισ ποσιτιον. Ιντερεστινγλψ, ΧΨΠ4Α21, 
τηε νεω mεmβερ οφ ΧΨΠ4Α συβφαmιλψ, ρεχεντλψ ιδεντιφιεδ ιν πιγ, χαν νοτ υσε λαυριχ 
αχιδ ασ τηε συβστρατε, βυτ ιτ χαν ηψδροξψλατε χηενοδεοξψχηολιχ αχιδ (Λυνδελλ et al. 
2001). Τηερεφορε, ΧΨΠ4Α21 προβαβλψ ηασ διφφερεντ συβστρατε ρεχογνιτιον σιτεσ. Τηε 
σιτεσ τηατ ρεσπονδ το βινδ λαυριχ αχιδ χουλδ βε λαχκινγ ιν ΧΨΠ4Α21. Τηε Μετ90 ιν 
ΧΨΠ4Α21, χορρεσπονδινγ το Ψ95 ιν ΧΨΠ4Α1 (Φιγυρε 4−2), mιγητ βε αβλε το εξπλαιν 
τηε υνιθυε συβστρατε σπεχιφιχιτψ οφ ΧΨΠ4Α21.  
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CYP4A1_rat   : DKELQQIMTCVENFPSAFPRWFWGSKAYLIVY    
CYP4A2_rat   : DREFQQVLTWVEKFPGACLQWLSGSTARVLLY  
CYP4A3_rat   : DREFQQVLTWVEKFPGACLQWLSGSKTRVLLY  
CYP4A4_rabit : DQELERIQKWVEKFPGACPWWLSGNKARLLVY  
CYP4A5_rabit : NQELQQILKWVEKFPRACPHWIGGNKVRVQLY 
CYP4A6_rabit : GHELQVMLKWVEKFPSACPRWLWGSRAHLLIY  
CYP4A7_rabit : DSELQQVLKRVEKFPSACPRWLWGSELFLICY  
CYP4A8_rat   : DQDFQDILTRVKNFPSACPQWLWGSNVRIQVY  
CYP4A11_human: DQELQRIQKWVETFPSACPHWLWGGKVRVQLY  
CYP4A21_pig  : ESELQPLLKRVEKYPSACARWLWGTRAMVLVY 
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Φιγυρε 4−2. Αλιγνmεντ οφ ΧΨΠ4Ασ προτειν σεθυενχε.  
Ψ95 ιν ΧΨΠ4Α1 ανδ τηε χορρεσπονδινγ ρεσιδυεσ ιν οτηερ ΧΨΠ4Ασ αρε σηοων ιν βολδ. Φ96 ιν ΧΨΠ4Α7 
ανδ Μ90 ιν ΧΨΠ4Α21 αρε υνδερλινεδ. 
 
Μορεοϖερ, ιτ ωασ ρεπορτεδ τηατ ΧΨΠ4Α1 χουλδ βινδ mετηψλ λαυρατε ανδ λαυρψλ αλχοηολ 
ωελλ (Αλτερmαν et al. 1995). Τηεσε χοmπουνδσ δο νοτ χαρρψ α χηαργε ανδ τηερεφορε 
τηεψ χαννοτ φορm αν ιον−παιρ ωιτη τηε ποσιτιϖελψ χηαργεδ ρεσιδυεσ ιν ΧΨΠ4Α1. 
Ηοωεϖερ, τηε ηψδροξψλ γρουπ ιν Ψ95 χουλδ ποσσιβλψ φορm α ηψδρογεν βονδ ωιτη τηε 
χαρβοξψλ γρουπ ιν mετηψλ λαυρατε ανδ ηψδροξψλ γρουπ ιν λαυρψλ αλχοηολ. Τηερεφορε, 
Ψ95 χουλδ βε ανοτηερ ποτεντιαλ χανδιδατε φορ συβστρατε βινδινγ. 
4.4.2 Τηε Χ−ηελιξ ρεγιον 
Τηε Χ−ηελιξ ισ χονσερϖεδ ιν τηε ΧΨΠ4 φαmιλψ αχχορδινγ το τηε αλιγνmεντ αmονγ 
ΧΨΠ4Ασ (Φιγυρε 4−46), βυτ ιτσ ρολε ισ υνκνοων. Τηε ΧΨΠ4Α1 mοδελ σηοωεδ τηατ τηε 
Χ−ηελιξ ισ βεηινδ Ι−ηελιξ ανδ ηαδ πυτατιϖε χονταχτ ωιτη τηε ηεmε γρουπ (Φιγυρε 3−47). 
Wε χηοσε φουρ ρεσιδυεσ: Η141, Ρ142, Ρ143 ανδ Φ149 ιν Χ−ηελιξ, ανδ εξαmινεδ τηειρ 
φυνχτιονσ βψ σιτε−διρεχτεδ mυταγενεσισ.  
4.4.2.1 Η141 
Η141 ισ λοχατεδ αλmοστ ατ τηε βεγιννινγ οφ Χ−ηελιξ (Φιγυρε 3−46). Ηιστιδινε ισ α βασιχ 
ρεσιδυε ανδ ηασ αροmατιχ γρουπ. Ιν ορδερ το εξαmινε ωηατ στρυχτυραλ χηαραχτεριστιχ 
ωασ ιmπορταντ, ωε δεσιγνεδ τωο mυταντσ, Η141Φ ανδ Η141Λ. Τηεσε διδ νοτ χαρρψ τηε 
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ποσιτιϖε χηαργε βυτ Η141Φ στιλλ ηαδ τηε αροmατιχ στρυχτυρε. Τηεσε τωο mυταντσ 
δραmατιχαλλψ δεχρεασεδ τηε Π450 αχτιϖιτψ. Ιντερεστινγλψ, ανοτηερ mυταντ, Η141Ρ, 
ωηιχη κεπτ τηε ποσιτιϖε χηαργε, ηαδ σιmιλαρ αχτιϖιτψ το ωιλδ τψπε (υνπυβλισηεδ, 
Ηολmεσ, Υνιϖερσιτψ οφ Νοττινγηαm). Τηερεφορε, τηε ποσιτιϖε χηαργε ατ τηισ ποσιτιον 
mαινταινεδ τηε χαταλψτιχ αχτιϖιτψ οφ ΧΨΠ4Α1, βυτ αροmατιχ στρυχτυρε διδ νοτ.    
Τηε mοδελ οφ ΧΨΠ4Α1 συγγεστεδ τηατ βασιχ ρεσιδυε Η141 ισ ϖερψ χλοσε το τωο αχιδιχ 
ρεσιδυεσ, D309 ανδ Ε313, ιν Ι−ηελιξ (Φιγυρε 3−47). Τηε ιον−παιρ χουλδ βε φορmεδ 
βετωεεν Η141 ανδ αχιδιχ ρεσιδυεσ. Τηισ ελεχτροστατιχ χονταχτ χουλδ ηελπ το σταβιλισε 
τηε τερτιαρψ στρυχτυρε οφ ΧΨΠ4Α1. Οωινγ το τηε φαχτ τηατ ηιστιδινε ισ χονσερϖεδ ιν αλλ 
ΧΨΠ4Ασ, Η141 ποσσιβλψ πλαψσ αν ιmπορταντ ρολε ιν κεεπινγ Π450 φυνχτιον. 
4.4.2.2 Φ149 
Ανοτηερ ρεσιδυε ωε φοχυσεδ ον ωασ Φ149, ωηιχη ισ λοχατεδ ατ τηε ενδ οφ τηε Χ−ηελιξ 
(Φιγυρε 3−46). Ιν τηισ στυδψ, ωε υνδερτοοκ mυταγενεσισ το φινδ τηε φυνχτιον οφ Φ149 
ιν ΧΨΠ4Α1.  Αφτερ Ιλε ρεπλαχεδ Πηε, mοστ οφ τηε ενζψmε ωασ νον−φυνχτιοναλ Π420 
(Φιγυρε 3−57). Ηοωεϖερ, τηε Φ149Ψ mυταντ ρεταινεδ σοmε αχτιϖιτψ βυτ τηε αχτιϖιτψ 
ωασ mυχη λοωερ τηαν ωιλδ τψπε (υνπυβλισηεδ, Ηολmεσ, Υνιϖερσιτψ οφ Νοττινγηαm). 
Τηερεφορε, τηε αροmατιχ χηαραχτερ ωασ ρεθυιρεδ φορ αχτιϖιτψ οφ ΧΨΠ4Α1.  
Ιν τηε ΧΨΠ4Α1 mοδελ, Φ149 ιν Χ−ηελιξ ωασ ϖερψ χλοσε το Φ317 ιν Ι−ηελιξ (Φιγυρε 3−
53). Τηεψ mιγητ ιντεραχτ ωιτη εαχη οτηερ το ηελπ το σταβιλισε τηε ποσιτιον οφ Χ−ηελιξ 
ανδ Ι−ηελιξ. Τηε πολαρ ηψδροξψγεν γρουπ ατ Φ149Ψ mιγητ ρεδυχε τηισ ιντεραχτιον, ανδ 
Φ149Ι χουλδ νοτ ηαϖε τηισ ιντεραχτιον. Ασ α ρεσυλτ, Φ149Ψ ηασ τηε λοω αχτιϖιτψ ανδ 
Φ149 τυρνσ το νον−φυνχτιοναλ Π420. Τηερεφορε, Φ149 αλσο χοντριβυτεσ το τηε νορmαλ 
φυνχτιον οφ Π450.  
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4.4.2.3 Ρ142 ανδ Ρ143 
Τηερε αρε σοmε βασιχ ρεσιδυεσ ατ Χ−ηελιξ, ωηιχη χουλδ χοmπρισε παρτ οφ ποσιτιϖελψ 
χηαργεδ συρφαχε (Φιγυρε 3−58). Wε δεσιγνεδ τωο mυταντσ, Ρ142Α ανδ Ρ143Α, το 
ελιmινατε τηε χηαργε ανδ τηεν εξαmινεδ τηε αχτιϖιτψ οφ mυταντσ. Ρ142Α διδ νοτ ψιελδ 
πυριφιεδ ενζψmε δυε το τηε λοω εξπρεσσιον λεϖελ (12νmολ/λ). Ηοωεϖερ, πυριφιεδ 
Ρ143Α σηοωεδ α σιγνιφιχαντ δεχρεασε οφ αχτιϖιτψ (υνπυβλισηεδ, Ηολmεσ, Υνιϖερσιτψ 
οφ Νοττινγηαm). Τηε στυδψ οφ ΧΨΠ2Β4 ανδ 2Β1 συγγεστεδ τηατ τηε ποσιτιϖελψ χηαργεδ 
συρφαχε οφ Π450 ωασ ρελατεδ το δοχκινγ νεγατιϖε χηαργεδ ρεδοξ παρτνερσ ινχλυδινγ 
ΧΠΡ ανδ χψτοχηροmε β5 (Οmατα et al. 1994; Βριδγεσ et al. 1998; Οmατα et al. 2000). 
Σοmε κεψ ρεσιδυεσ, ινχλυδινγ Ρ126 ιν ΧΨΠ2Β4 (Βριδγεσ et al. 1998) ανδ Ρ125 ιν 
ΧΨΠ2Β1(Οmατα et al. 1994; Οmατα et al. 2000), ηαϖε βεεν ιδεντιφιεδ. Ρ142 ανδ 
Ρ143 ιν ΧΨΠ4Α1 χορρεσπονδ το τηε ποσιτιον οφ Ρ125 ανδ Ρ126 ιν βοτη 2Β4 ανδ 2Β1. 
Τηερεφορε, ιτ ισ ποσσιβλε τηατ τηεψ σηαρε α χοmmον φυνχτιον φορ βινδινγ τηε ρεδοξ 
παρτνερσ. Τηε λοω αχτιϖιτψ οφ Ρ143Α mιγητ βε χαυσεδ βψ τηε ινεφφιχιεντ χονταχτ 
βετωεεν ΧΨΠ ανδ ρεδοξ παρτνερσ.  
                      138         142                                 151 
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2B4 : WRALRRFSLATMRDF 
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                                     125         
Φιγυρε 4−3. Αλιγνmεντ οφ 4Α1 ωιτη 2Β4 ανδ 2Β1.   
Ρ142 ανδ Ρ143 ιν ΧΨΠ4Α1 ανδ Ρ125 ανδ Ρ126 ιν ΧΨΠ2Β1 ανδ 2Β4 αρε υνδερλινεδ.  
4.5 Φυτυρε διρεχτιον 
Τηε ρολε οφ ρεσιδυεσ Κ93, Ρ87 ανδ Ν116 ιν συβστρατε βινδινγ ηαϖε βεεν στυδιεδ βψ 
σιτε−διρεχτεδ mυταγενεσισ ιν τηισ προϕεχτ. Ηοωεϖερ, ιτ ισ στιλλ νοτ ϖερψ χλεαρ ωηιχη 
ρεσιδυε(σ) ιν ΧΨΠ4Α1 ισ (αρε) χυριαλ φορ συβστρατε−βινδινγ. Τηερεφορε, τηε φυρτηερ 
ινϖεστιγατιον οφ στρυχτυρε−φυνχτιον ρελατιονσηιπσ ιν ΧΨΠ4Α1 σεεmσ το βε νεχεσσαρψ. 
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Ασ δεσχριβεδ ιν σεχτιον 4.4.1, τηε Ψ95 ρεσιδυε ιν ΧΨΠ4Α1 mαψ πλαψ α ρολε ιν 
συβστρατε−βινδινγ, αχχορδινγ το τηε ΧΨΠ4Α1 mοδελ, αλιγνmεντ αmονγ ΧΨΠ4Α 
προτεινσ ανδ στυδιεσ ιν ΧΨΠΒΜ3. Τηερεφορε, σιτε−διρεχτεδ mυταγενεσισ ιν Ψ95 mαψ 
βε α γοοδ σταρτ το φυρτηερ ιδεντιφψ τηε κεψ συβστρατε−βινδινγ ρεσιδυε ιν ΧΨΠ4Α1. 
Φυρτηερmορε, τηε υπδατεδ ΧΨΠ4Α1 mοδελ mαψ αλσο λεαδ το φινδ τηε οτηερ ποτεντιαλ 
συβστρατε−βινδινγ ρεσιδυεσ, ανδ τηεν σιτε−διρεχτεδ mυταγενεσισ χαν ηελπ το ρεϖεαλ τηε 
φυνχτιον οφ τηεσε ρεσιδυεσ. 
Φορ τηε Χ−ηελιξ ρεγιον ιν ΧΨΠ4Α1, ιτ ηασ βεεν σηοων τηατ Η141, Ρ142, Ρ143 ανδ 
Φ149 ρεσιδυεσ ιν τηισ ρεγιον αρε ιmπορταντ το κεεπ τηε Π450 φυνχτιον ιν τηισ στυδψ. 
Τηε φυρτηερ εξπεριmεντσ αρε νεχεσσαρψ το ελυχιδατε τηε φυνχτιον οφ τηεσε ρεσιδυεσ. Φορ 
εξαmπλε, τηε ιντεραχτιονσ βετωεεν ποσιτιϖελψ χηαργεδ ρεσιδυεσ συχη ασ Η141, Ρ142 
ανδ Ρ143 ανδ ρεδοξ παρτνερσ αρε νεεδεδ το ινϖεστιγατε. Τηε φυνχτιονσ οφ  Η141 ανδ 
Φ149 ιν σταβιλισατιον οφ ΧΨΠ4Α1 στρυχτυρε ανδ κεεπινγ Π450 σπεχτραλ χηαραχτερ αρε 
αλσο νεεδεδ το εξαmινε. Τηεσε φυρτηερ στυδιεσ mαψ ηελπ υσ ωελλ υνδερστανδ τηε Χ−
ηελιξ ρεγιον ιν ΧΨΠ4Α1. 
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